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n appelle stress, tout événement qui entraîne un comportement, une réaction 
d’adaptation de l’organisme. Ainsi, depuis la nuit des temps, face à 
l’environnement changeant, les êtres vivants ont été amenés à s’adapter ou à 
mourir. Le stress existe donc depuis bien longtemps, mais le concept de « stress » n’est 
réellement apparu qu’en 1950 grâce au célèbre endocrinologue canadien d'origine 
autrichienne Hans Selye (Vienne 1907 - Montréal 1982) qui a défini le stress comme « toute 
réponse de l’organisme conséquente à toute demande ou sollicitation exercées sur cet 
organisme ».  
 
Dans cette théorie, il mit en évidence la réponse du système neuro-glandulaire de 
l'organisme pour survivre et s'adapter face à des tensions de toutes sortes.  
Ainsi, il identifia trois phases en réponse à l'agression : 
 
(i) A la première phase, appelée réaction d'alarme, l'organisme reconnaît l'agression, 
se prépare à agir : combattre ou fuir, puis il met en œuvre la défense. Le délai 
minimal de réponse est de quelques minutes. Les glandes endocrines libèrent des 
hormones qui accélèrent les rythmes cardiaque et respiratoire, élèvent la glycémie, 
augmentent la sudation, dilatent les pupilles et ralentissent la digestion, 
(ii) A la deuxième phase, appelée résistance, l'organisme s'adapte à un agent agresseur 
persistant, et régule les perturbations provoquées par la réaction d'alarme. Si 
l'agression ne s'arrête pas, le corps demeure en alerte et ne peut plus compenser les 
lésions provoquées par cette alerte.  
(iii) la phase de résistance se poursuit, puis cède la place à la phase d'épuisement. Une 
agression prolongée affaiblit notamment les réserves énergétiques de l'organisme, 
du fait de la dépense occasionnée par la réponse à l'agression. 
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Le stress peut donc être représenté selon la figure 1 avec une phase ultime consécutive à 
l’épuisement : la mort. L’évolution du stress est régie par des bio-marqueurs (B1 à B4) qui, 
selon l’ordre de leur apparition, font progresser l’état physiologique ou cellulaire. 
 
 
Figure 1 : Représentation schématique de l'évolution du rôle des biomarqueurs en fonction de 
la concentration en agent toxique ou de la durée d'exposition d’après Depledge (Depledge, 
1994). B1 à B4 représentent des biomarqueurs spécifiquement exprimés aux différentes 
phases de réponse. Ils peuvent être des protéines, des anticorps, etc 
 
Les cellules d’un organisme vivent dans des conditions environnementales physiologiques 
stables, c’est l’homéostasie cellulaire. Elles sont cependant également soumises à des 
agressions aiguës ou chroniques. Cette situation impose une faculté d’adaptation de 
l’organisme entier, indispensable pour la survie, impliquant la mise en œuvre de mécanismes 
permettant la détection de l’agent stressant et les réponses adéquates visant à en moduler les 
effets. Ainsi, le stress cellulaire proprement dit a été décrit en 1962 par Ritossa (revue par 
Ritossa, 1996) qui décrivait des manifestations cellulaires de la réponse au choc thermique (" 
heat-shock response "). Il observa une série d’élargissements ou renflements ("puffs") au 
niveau de certains des chromosomes géants des glandes salivaires de drosophiles soumises à 
un choc thermique. Depuis, cette réponse a été très largement étudiée et a été associée à 




ou durée d’exposition 
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Elle a, entre autres, été caractérisée par l’induction de "heat shock genes" et la régression 
d’autres gènes, expliquant ainsi les renflements observés sur les chromosomes (Berendes, 
1969; Leenders, 1972). 
Dans tous les cas de stress, un processus commun est cependant proposé allant du stress aigu 
avec des réponses permettant la survie au stress chronique qui devient fortement délétère pour 
l’organisme ou la cellule qui le subit, puisque l’échéance finale peut être la mort. 
 
Depuis le changement climatique qui extermina les dinosaures jusqu’au siècle 
précédent de révolution industrielle, l’environnement n’a fait que se modifier et se 
complexifier, majoritairement sous l’action de l’Humanité elle-même. Aujourd’hui, la 
question de l’impact de l’action de l’Homme sur la nature et sur l’Homme lui-même se pose 
de façon aiguë 
 
Parmi les avancées technologiques apparues durant le siècle dernier, la communication 
sans fil est l’une de celles qui auront le plus progressé : d’une génération de téléphones sans 
fil, uniquement adaptés aux armées, les téléphones sans fil, dit téléphones mobiles ou bien 
encore portables, ont fait leur apparition dans le monde civil, jusqu’à la troisième génération 
de téléphones dans lesquels l’interlocuteur voit son correspondant sur l’écran plutôt que 
d’avoir une simple communication à l’oreille. Cette progression a cependant inquiété 
certaines personnes qui craignent un impact délétère sur la santé des ondes issues de ces 
téléphones, ainsi que de leurs stations de base qui sont de plus en plus nombreuses dans 
l’environnement.  
Depuis une quarantaine d’années, les recherches ont été actives sur les effets des ondes 
électromagnétiques sur le vivant, ondes dont la fréquence s’échelonne de quelques MHz à la 
limite des infrarouges (300 GHz). À ce jour, et malgré un grand nombre de publications, 
aucune conclusion ferme n’existe sur l’innocuité des téléphones mobiles. En effet, trop de 
controverses perdurent. Sur la base des résultats disponibles, l’application du principe de 
précaution, bien qu'il n'y ait pas de définition universellement admise de ce principe, est 
recommandé. Il s’agit  de prendre des mesures réglementaires lorsqu’il n’existe pas de 
preuves suffisantes pour conclure qu’une activité ou un produit ne risque pas de causer des 
lésions graves et irréversibles à la santé ou à l’environnement.  
À ce jour, des commissions internationales ont publié des limites d’exposition 
concernant les niveaux d’émission des téléphones portables (ICNIRP, IEEE). Ces limites 
tiennent compte des effets sanitaires connus, qui sont de nature thermique, c’est-à-dire 
Introduction 
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provoqués par un échauffement. Or, les appareillages de téléphonie mobile ne provoquent pas 
d’échauffement. C’est donc l’existence d’effets non-thermiques, beaucoup plus complexes à 
étudier, qui est au cœur des débats concernant les éventuels risques sur la santé des ondes 
émises dans les communications sans fil. 
Les recherches actuelles sur les effets biologiques des radiofréquences issues de la 
téléphonie mobile concernent les pathologies du cerveau, de l’oreille interne ou encore du 
système immunitaire, mais peu d’entre elles se sont intéressées à la peau. Pourtant, lors d’une 
communication téléphonique, le premier organe touché est la peau. En effet, elle est en 
contact avec l’appareil et très proche de l’antenne. D’où l’intérêt d’étudier les réactions 
physiologiques que pourrait avoir la peau et en particulier l’épiderme, première barrière de 
protection du corps humain, à ce type d’agression environnementale.   
La peau a subi de fortes évolutions au cours du temps pour transformer l’homme 
préhistorique, très pileux, en l'Homo sapiens sapiens, imberbe en comparaison. Cette perte de 
pilosité a ainsi rendu l’Homme plus sensible aux variations, en particulier climatiques, de son 
environnement. La peau, avec ses éléments constitutifs, est capable de se défendre face à son 
agresseur principal que sont les ultraviolets, en utilisant de nombreux mécanismes 
identifiables à une réponse au stress. 
Le cerveau, tout comme la peau, a subi de nombreuses modifications au cours du 
temps pour donner à l’Homme de nouvelles fonctions, telles que le langage ou bien encore la 
capacité de créer et de construire. Il est aussi la cible de stress majoritairement lié aux 
émotions de l’individu, mais aussi provenant d’agents de l’environnement tels les bactéries et 
les virus, véhiculés accidentellement par l’organisme. Le cerveau est donc lui aussi capable de 
se défendre face à un stress. 
 
 Par la position du téléphone portable accolé à l’oreille, la peau est directement 
touchée et  le cerveau est aussi une cible potentielle des ondes, mais de second ordre par 
rapport à la peau. Comme Keshvari et al l’ont montré, autant sur une tête d’enfant que 
d’adulte (Keshvari and Lang, 2005), l’absorption de l’énergie transmise par un téléphone 
décroît avec la profondeur des tissus et l’augmentation en fréquence des signaux. 
 
En conséquence, il est important de réaliser des travaux de recherche pour tester les 
hypothèses impliquant les radiofréquences issues de la communication sans fil comme source 
d’éventuels effets délétères sur la peau et le cerveau. Dans ce travail de thèse, nous avons 
étudié l’induction de stress par les nouveaux signaux de communication sans fil (du signal 
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Global System for Mobile communication GSM à 900 MHz, à l’Universal Mobile 
Telecommunications System, UMTS à 2000 MHz) sur différents modèles : peau et système 
nerveux central.  
 
Nous présentons, dans un premier chapitre, les notions de physiologie et 
physiopatholologie de la peau et du cerveau. Les réponses de stress sont également 
présentées, en particulier les protéines de choc thermiques Hsp25, Hsc70 et Hsp70 
majoritairement exprimées dans la peau et le cerveau, et les réponses de stress amenant à la 
mort cellulaire. Puis l'état des connaissances sur les effets sanitaires liés à l'exposition aux 
signaux de communication mobile est exposé. 
Le second chapitre est consacré à la description des matériels et des méthodes utilisés 
dans ce travail de thèse. 
Les résultats, dans un troisième chapitre, sont présentés sous forme de 7 publications 
scientifiques, publiées, acceptées ou soumises. Ces articles présentent les résultats obtenus in 
vitro sur des cellules de la peau et du cerveau, et in vivo sur la peau et le cerveau de rats. Une 
discussion des résultats figure dans chacun des articles. 
Enfin, les différents résultats sont discutés globalement dans le quatrième chapitre. 
Suivent des considérations sur certains points qui nous sont apparus importants au cours de ce 
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Chapitre 1 : Généralités 
• Partie 1 : La peau 
 
nveloppe extérieure des mammifères, la peau confère, en coordination avec la 
fourrure pour certains, une protection contre les agressions environnementales. Chez 
l’Homme, il ne reste plus que des vestiges de fourrure (poils et cheveux) ; la peau a 
donc dû s’adapter pour développer une meilleure protection, notamment en ce qui concerne 
les rayonnements ultraviolets, grâce à la pigmentation. Elle permet également des échanges 
entre milieux extérieur et intérieur qui modulent les nombreux processus métaboliques de cet 
organe. Elle représente une surface d’environ 2 m² chez l’adulte, avec une épaisseur moyenne 
de 2 mm et un poids total d'environ 4 kg.  
Structure 
 
La peau est constituée de trois couches (Figure 2), de l’extérieur vers  l’intérieur : l’épiderme, 
le derme puis l’hypoderme ; ainsi que de nombreuses annexes cutanées (Kanitakis, 2002). 
 
Figure 2 : Structure de la peau. Coupe schématique d’une peau normale du tissu adipeux à 
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Epiderme 
 
L'épiderme constitue la face superficielle de la peau et la principale barrière de protection 
contre les atteintes extérieures. Il se compose de quatre couches, la plus interne étant la 
couche basale, puis vient la couche malpighienne (ou couche épineuse ou encore stratum 
spinosum), la couche granuleuse (ou stratum granulosum) et enfin, en surface, la couche 
cornée (ou stratum corneum). L’importance de la couche basale est majeure car, si le matériel 
génétique fait l’objet d’agressions, les défauts de réparation entraînent des mutations 
intéressant le contrôle du cycle cellulaire et les processus de cancérisation. 
Cet épithélium pluristratifié, kératinisé, d’origine ectodermique, renferme différents types 
cellulaires :  
• Les kératinocytes, population épidermique majoritaire (90 %), représentée par des 
cellules épithéliales différenciées pour la synthèse des kératines (95 % des protéines 
totales de l’épiderme). La différenciation kératinocytaire s’accompagne d’un ensemble 
de transformations morphologiques et biochimiques et finalement de mort cellulaire 
programmée similaire à l’apoptose, aboutissant à la formation des cornéocytes 
(Gandarillas et al, 1999; Gandarillas, 2000), cellules anucléées et aplaties qui 
desquament à la surface de la peau (couche cornée). Ainsi, en 30 jours en moyenne 
chez l’Homme, la maturation des kératinocytes, de la profondeur vers la surface de 
l’épiderme, permet la répartition en quatre couches de l’épiderme. 
• Les mélanocytes (5 %), situés dans la couche basale, sont des cellules de grande taille 
prolongées de dendrites. Ces cellules sont localisées dans la lame basale où elles ne 
prolifèrent quasiment pas. Leur rôle principal est de produire la mélanine, pigment 
naturel, protecteur cellulaire contre les rayonnements ultraviolets (UV). Ces 
mélanocytes s’organisent avec les kératinocytes en Unité Epidermique de 
Mélanisation (UEM, composée d'un mélanocyte pour trente-six kératinocytes) qui 
permet aux mélanocytes de transférer les mélanosomes (vésicules de mélanines) aux 
kératinocytes voisins, et ainsi de protéger leur matériel nucléaire des agressions UV. 
 
Les autres types cellulaires (5 %) sont représentés par :  
1) Les cellules de Langerhans, d’origine monocytaire, qui sont localisées 
en parties profondes et moyennes de l’épiderme (au niveau de la 
couche épineuse). Leur morphologie particulière constituée de 
dendrites longues s’étendant aux kératinocytes voisins, leur confère des 
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propriétés de capture et ainsi leur permet de traiter les informations 
antigéniques (Elmets et al, 1982; Braathen, 1987). Ces cellules 
sentinelles, après migration jusqu’aux ganglions lymphatiques, seront 
capables de présenter les antigènes aux lymphocytes permettant 
l’induction d’une réponse immunitaire de type cellulaire et humoral. 
2) Les cellules de Merkel, d’origine neuroendocrine, qui sont localisées 
au niveau de la couche basale. Elles sembleraient jouer un rôle de 
mécanorécepteurs et sont généralement associées à une terminaison 




Située entre l’épiderme et le derme, comme son nom l’indique, la jonction dermo-
épidermique (de 50 à 80 nm d’épaisseur) est caractérisée par les nombreuses interactions 
cellulaires et matricielles. Elle est élaborée à la fois par les kératinocytes de l'épiderme basal 
et les fibroblastes dermiques. En effet, la couche basale repose sur une membrane basale 
(basal lamina), acellulaire formée de fibrilles de collagène à laquelle s’attachent les 
kératinocytes de la couche basale par des hémidesmososmes d’une part et des fibres 
oxytalanes élastiques responsables de l’élasticité et de la formation des ondulations 
caractéristiques de l’épiderme jeune. Ces fibres oxytalanes sont les premières altérées lorsque 
le processus du vieillissement du tégument est engagé. Elle a pour rôle de supporter 
mécaniquement l’adhésion épiderme-derme et également de contrôler les échanges 
moléculaires et cellulaires entre ces deux compartiments. 
 
Vient ensuite le derme, tissu fibreux, élastique, conjonctif dense, issu du mésoderme, 
qui constitue le support solide de la peau et le protecteur de l’épiderme (protection et 
nutrition). Il est constitué de fibres de collagène, d’élastine et de protéoglycanes, constituants 
élaborés par les fibroblastes et représentant la matrice extracellulaire. Le derme se structure 
sur deux niveaux : (i) le derme papillaire qui s’insinue dans l’épiderme, il est très vascularisé 
et riche en fines fibres de collagène entrelacées et orientées perpendiculairement à l’épiderme 
et (ii) le derme réticulaire en profondeur quant à lui est constitué de fibres de collagène 
grossières et disposées en faisceaux épais et irréguliers en vagues, qui s’entrecroisent 
horizontalement par rapport à la surface de la peau. 
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Les principaux constituants cellulaires du derme sont les fibroblastes, cellules fusiformes, 
responsables de la synthèse et de l’entretien du matériel extracellulaire. Ils synthétisent le 
collagène (Dhawan and Farmer, 1990 ; Tajima et al, 2000), l’élastine (Fazio et al, 1988 ; 
Rosenbloom et al, 1991) ainsi que les glycoprotéines de structure (i.e. fibronectine, laminine) 
(Labat-Robert, 2003). Leur activité est essentielle et intense au cours des phénomènes de 
cicatrisation (Moulin et al, 1998 ; Ferguson et al, 1999) et participent fortement à la 
croissance et à la différenciation des kératinocytes (Goulet et al, 1996). Certains facteurs, 
comme les facteurs de croissance et les cytokines (IL-10, TGF-β, etc) sont capables de 
contrôler la prolifération des fibroblastes ainsi que leur capacité de synthèse des molécules de 
la matrice extracellulaire (Yamamoto et al, 2001 ; Perfetto et al, 2003). D’autres cellules sont 
présentes dans le derme, il s’agit de cellules impliquées dans la défense non spécifique et la 
surveillance immunitaire : mastocytes et macrophages, qui participent également à la 
prolifération fibroblastique ainsi qu’à la production collagénique (Sasaki et al, 1996 ; Abe et 
al, 2000). 
Les composants fibreux du derme sont les collagènes I et III, protéines très abondantes dans le 
corps humain et capables de stocker les forces de tension. Le deuxième groupe de composants 
dermiques est représenté par les fibres élastiques constituées d’élastine dont la principale 
caractéristique est la résistance physique aux attaques physiques et chimiques. 
 
L’hypoderme sépare le derme des muscles sous-jacents. Il est constitué d’adipocytes, lieu de 
stockage des lipides, concentrés dans des septums fibreux conjonctivo-vasculaires. Il a donc 
pour principal rôle d’être une réserve nutritionnelle, mais protège aussi des variations 
thermiques (froid notamment), et amortit les chocs mécaniques. 
On peut enfin citer la présence des annexes cutanées, composées des glandes sudoripares et 
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Fonctions 
 
Fonction de barrière 
 
La peau a pour principale fonction de protéger l’organisme contre les agressions 
extérieures. Cette fonction est la résultante des trois éléments présents dans la peau : la couche 
cornée, le derme et l’hypoderme.  
La couche cornée, tout d'abord, possède de nombreuses caractéristiques qui lui 
confèrent une résistance mécanique et chimique. Grâce aux cellules mortes kératinisées 
baignant dans un mortier gras (lipides), la couche cornée se comporte comme un tissu 
imperméable. La kératine de ces cellules est une protéine très résistante qui confère une 
résistance aux produits chimiques, aux étirements mécaniques… La couche cornée est 
également résistante aux variations de température puisqu’elle présente une conductivité 
thermique identique à celle du tissu adipeux. Enfin, cette couche représente une barrière anti-
microbienne de par la desquamation mais aussi son pH (acide) (Hachem et al. 2003; Schmid-
Wendtner and Korting 2006), le film hydrolipidique (sébum) et la flore microbienne résidante 
naturelle de la peau. 
Le derme, quant à lui, maintient la tension de la peau et protège les réseaux vasculaires 
et nerveux grâce à ses propriétés extensibles et élastiques.  
Enfin, l’hypoderme, dont la constitution est essentiellement adipeuse, est un isolant 
thermique et mécanique. 
Fonction immunitaire 
 
La peau est un organe doué de propriétés immunologiques propres qui se conjuguent 
en deux lignes de défense.  
La première ligne défensive est représentée par l’épiderme et plus précisément par les 
kératinocytes et les cellules de Langerhans.  
Les kératinocytes agissent selon trois modalités. La première est la sécrétion de cytokines (IL-
1, TNFalpha...) (Ansel et al. 1990), médiateurs solubles de la communication cellulaire 
attirant les lymphocytes T et qui déclenchent une réponse inflammatoire, en l'absence de 
pénétration de substance antigénique - par exemple sous exposition ultraviolette . 
Les deuxième et troisième modalités sont, respectivement, la présentation de l’antigène 
(cellules présentatrices d’antigènes, CPA) (Li et al. 1996; Fan et al. 2003) et la lyse 
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cytotoxique dans les cas, par exemple, d’infection virale, de maladies cancéreuses ou auto-
immunes où les kératinocytes sont les cibles de la réponse immunitaire. 
 
Les cellules de Langerhans, issues de la moelle osseuse, peuvent être considérées comme des 
macrophages. Elles sont représentées par deux formes fonctionnelles (Steinman et al. 1995) : 
(i) la forme immature qui capte les molécules étrangères et les métabolise (CPA) et (ii) la 
forme mature (ou dendritique) qui migre jusqu’aux ganglions lymphatiques et présente 
l’antigène aux lymphocytes T naïfs. 
 
La deuxième ligne défensive est représentée par les macrophages du derme, qui éliminent les 
virus et bactéries qui auraient réussi à passer au travers de l’épiderme. Ce sont des CPA, donc 
des activateurs des lymphocytes. 
 
La peau et le stress cellulaire 
 
Le rayonnement solaire, les ultraviolets. 
 
 
Figure 3 : Spectre électromagnétique partiel (des microondes aux rayons cosmiques) 
 
Le soleil émet des radiations électromagnétiques en un spectre continu allant de 1 pm (rayons 
cosmiques) à 10 m (ondes radio) (Figure 3). La lumière se situe entre 190 et 1000 nm. 
Si l’on considère la lumière visible (par l’oeil), alors on se limite à un spectre allant de 380 à 
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Figure 4 : Pénétration du spectre solaire sur la peau. Les UVB sont bien atténués par les 
couches les plus superfiecielles de l’épiderme, mais atteignent néanmoins la couche basale. 
Source : www.skin-science.com 
 
 
Les rayonnements UV possèdent de courtes longueurs d’ondes (100 à 380 nm) et sont les 
rayonnements non-ionisants les plus énergétiques. On peut distinguer trois catégories d'UV : 
 
Les UVC de 100 à 280 nm, qui sont arrêtés par la couche d’ozone, 
Les UVB de 280 à 315 nm, qui sont, en partie seulement, arrêtés par la couche 
d’ozone, les nuages et l’air, 
Les UVA de 315 à 380 nm qui ne sont pas du tout filtrés. 
 
Les rayonnements UV incidents sur la peau sont réfléchis, diffractés et absorbés. En ce qui 
concerne l’absorption (Figure 4), elle se fait à tous les niveaux de la peau et est fonction de la 
longueur d’onde. Ainsi, les UVB sont quasiment tous absorbés pas la couche cornée et seuls 
10 % atteignent la couche basale de l’épiderme, tandis que les UVA pénètrent plus en 
profondeur : 50% sont absorbés par l’épiderme et 50 % par le derme.  
Enfin, les IR parviennent jusqu’à l’hypoderme et sont responsables de la sensation de chaleur. 
 
Peau et Stress Cellulaire 
 
Les UV ont des effets biologiques bien caractérisés aujourd’hui. L’exposition aux UV 
présente des effets bénéfiques ou délétères en fonction de la dose.  
OZONE 
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Parmi les effets bénéfiques, on peut citer la synthèse de la vitamine D dans les 
kératinocytes (Holick 1981) par action sur la différenciation de ces cellules (Chen et al. 1995), 
nécessaire à la prévention du rachitisme. On peut également citer l’utilisation, en 
thérapeutique, des UVB ou UVA en traitement du psoriasis, de l’eczéma (Krutmann 2000). 
Enfin, du point de vue psychologique, la lumière du soleil est bénéfique contre le désordre 
affectif saisonnier (Miller 2005). 
Les effets délétères les plus marqués sont observés chez les individus caucasiens à la 
peau blanche qui bronzent peu et dont la peau brûle facilement et fréquemment (brûlures 
différentes de celles pouvant être causées par un échauffement thermique ou encore par un 
agent chimique tel que la soude). Les premiers effets sont l’échauffement, l’érythème et 
l’inconfort qui en résulte. Ensuite, suivant l’intensité de la dose, cela peut progresser vers la 
formation de cloques et la desquamation et, dans les cas sévères, des effets systémiques dus à 
la sécrétion par les kératinocytes épidermiques d’interleukine 1beta et d’autres cytokines 
impliquées dans la réaction inflammatoire (Schwarz and Luger 1989; Luger et al. 1996; 
Grandjean-Laquerriere et al. 2003). L’exposition chronique et excessive aux radiations UV 
conduit au photo-vieillissement (photoageing) caractérisé par une certaine sècheresse de la 
peau, ainsi que par un épiderme plus mince, ridé, avec des variations de pigmentation (taches 
; zones de dépigmentation). Enfin, la répétition de ces expositions est en relation avec des 
conditions cutanées pré-malignes, comme les kératoses actiniques (lésions érythémateuses, 
état précancéreux) qui peuvent progresser en forme invasive de carcinome cellulaire 
squameux (Ortonne 2002). La principale cause des cancers induits par les rayonnements UV 
est la formation de lésions au niveau des acides nucléiques constituants de l’ADN et des 
ARNm des cellules touchées. Ces lésions peuvent être des cassures nettes simples brins de 
L’ADN, de telles lésions ont été mises en évidence autant dans des kératinocytes que des 
fibroblastes  (Schmidt-Rose et al, 1999 ; Morley et al, 2003). Mais la plupart du temps, ces 
lésions sont caractérisées, par des dimères de pyrimidine (Schothorst et al. 1991), de 
dipyrimidine cyclobutane (Bykov et al. 1998) ou autres dimères de thymines (Noz et al. 1994; 
Young et al. 1998) touchant des gènes essentiels à la cellule comme p53 (impliqué dans 
l'apoptose cellulaire) (Drouin and Therrien 1997). Des défauts de réparation ou bien une trop 
grande quantité de ces lésions transforment les cellules, qui finissent par proliférer de façon 
anarchique, une caractéristique du processus de cancérisation. 
En dehors de ces phénomènes malins (défauts de réparation de l’ADN, cancérisation…) dus à 
une exposition excessive en général, les UV induisent, au niveau moléculaire, la production 
de protéines de choc thermique (Edwards et al. 1991; Maytin 1992; Trautinger et al. 1995; 
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Merwald et al. 2006), telle Hsp70 qui intervient dans la protection cellulaire. D’autres 
réponses telle la sécrétion de cytokines spécifiques de l’inflammation (Nishigori et al. 1996; 
Avalos-Diaz et al. 1999) peut entraîner des réactions de photosensibilisation ou de 
phototoxicité en présence d’un agent chimique, voire évoluer vers la mort cellulaire par 
apoptose. Les kératinocytes en apoptose sont appelés "sunburn cells" (SC) (Sheehan and 
Young 2002) et ont été décrits in vivo chez l’Homme, le rat et la souris mais également in 
vitro en culture cellulaire. La principale conséquence d’une exposition excéssive aux stress 
ultraviolet au niveau dermique est le vieillissement des fibroblastes, entraînant un 
affaiblissement du métabolisme cellulaire, de la prolifération cellulaire et donc une perte en 
élasticité et en résistance dermique (Robert et al, 1988). 
Comme nous le montrerons plus loin, ces derniers phénomènes sont considérés 
comme des réactions de défense à l'agression. C’est donc sur ces mécanismes de protection 
cellulaire, mis en place lors de stress UV, que nous allons porter notre intérêt.  En effet, les 
radiofréquences utilisées dans les technologies de communication sans fil sont soupçonnées 
d’être des agents d’agression dans l’environnement et, comme nous l'avons évoqué, la peau 
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• Partie 2 : Neurobiologie du Système Nerveux Central 
 
 
e système nerveux est composé du système nerveux périphérique et du système 
nerveux central. L'utilisation du téléphone portable expose partiellement la tête et les 
tissus cérébraux. Il nous a donc paru important de présenter le système nerveux 
central et, plus précisément, sa structure cellulaire.  
 Lors du développement cérébral, les cellules précurseurs GRP (glial restricted 
precursor) donnent naissance aux oligodendrocytes et aux deux types astrocytaires I et II. A 
ces types cellulaires représentant la macroglie cérébrale, s’ajoute la microglie, une structure 
cérébrale au rôle majoritairement immunitaire (Figure 5). 
 
6  
Figure 5 : composition cellulaire du système nerveux central. 1 : neurone, 2 : oligodendrocyte, 






Les oligodendrocytes au niveau central  
 
Tout comme les cellules de Schwann au niveau périphérique, les oligodendrocytes produisent 
de la myéline (70% de lipides et 30% de protéines) et s’entourent autour des axones (jusqu’à 
L
Chapitre 1 
Partie 2 : Neurobiologie du Système Nerveux Central 
- 18 - 
50 axones) pour augmenter le transfert d’information (Figure 6). 
 
Figure 6 : Localisation et structure d’un oligodendrocyte. Source : www.futura-sciences.com 
 
 La multiplication de ces cellules dépend de signaux envoyés par le neurone et 
réceptionnés par le biais de canaux sodium voltage dépendants au sein même des 




Au niveau du système nerveux central, les cellules de la névroglie sont deux fois plus 
nombreuses que les neurones et sont majoritairement astrocytaires. Les astrocytes sont de 
petites cellules étoilées (Figure 7) dont les prolongements cellulaires s'étendent de façon 
radiée et présentent 3 principales caractéristiques. Ce sont :  
(i)  la présence de filaments intermédiaires particuliers, les gliofilaments, groupés en 
faisceaux et composés d'une protéine spécifique : la protéine acide gliofibrillaire ou GFAP 
pour "glial fibrillary acidic protein" (Baba et al. 1997).  
(ii) la présence de grains de glycogène qui sont disséminés dans le corps cellulaire et les 
prolongements astrocytaires. Les grains de glycogène sont particulièrement abondants au 
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niveau des extrémités distales des prolongements ou pieds astrocytaires pour nourrir les 
neurones environnants (Cambray-Deakin et al. 1988).  
(iii) la présence de jonctions inter-astrocytaires de type "gap" qui permettent la 
signalisation intercellulaire via des canaux jonctionnels constitués de molécules de 
connexine (Nagy et al. 1997). Ces jonctions sont le support anatomique des réseaux 
astrocytaires. 
 
Il existe deux types de classification, morphologique et fonctionnelle, des astrocytes. 
Sur le plan morphologique, on distingue les astrocytes fibrillaires (ou fibreux) présentant de 
longs prolongements radiaires, riches en gliofilaments et localisés préférentiellement au 
niveau de la substance blanche1, des astrocytes protoplasmiques présentant des 
prolongements courts, contenant peu de gliofilaments et localisés préférentiellement au 
niveau de la substance grise2 . 
 
 
Figure 7 : Les différentes fonctions astrocytaires. Source : http://learn.genetics.utah.edu 
 
 
Sur le plan fonctionnel, on distingue les astrocytes de type 1 et 2, et il faut noter que cette 
                                                 
1 la substance blanche correspond aux zones riches en myéline et donc en axones myélinisés 
2 la substance grise correspond aux zones riches en corps cellulaires neuronaux ; à ne pas confondre 
avec les noyaux gris centraux. 
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classification ne recoupe pas la classification morphologique (Figure 7).  
 Les astrocytes de type 1 jouent un rôle de barrière et leurs pieds établissent des contacts 
soit avec la paroi des capillaires cérébraux au  niveau de la barrière hémato-encéphalique, soit 
avec les méninges au niveau de la barrière gliale localisée à la surface externe du cerveau et 
de la moelle épinière (glia limitans).  
 Les astrocytes de type 2 jouent un rôle de soutien métabolique et trophique vis-à-vis des 
neurones et des oligodendrocytes. Leurs pieds astrocytaires établissent des contacts avec 
la synapse, l'axone, ou le corps cellulaire neuronal. 
La microglie. 
 
 Les cellules microgliales représentent environ 5% de l'ensemble des cellules du système 
nerveux central. À la différence des autres cellules nerveuses qui dérivent du neurectoderme, 
les cellules microgliales dérivent du mésoderme et par conséquent, appartiennent au système 
immunitaire. La microglie constitue la population de macrophages tissulaires spécifiques du 
système nerveux central. La morphologie des cellules microgliales varie en fonction de leur 
état d’activation (Figure 8) (Kreutzberg, 1996). Au cours du développement cérébral, la 
microglie est activée et présente une morphologie améboïde (ou amiboïde) car elle est 
globalement ovalaire avec de très courts prolongements cytoplasmiques. Elle participe alors 
essentiellement à l’élimination des débris cellulaires mais également à l’élimination ciblée de 
populations neuronales.  
 
Figure 8 : Evolution morphologique au cours de l'activation des cellules microgliales du 
cerveau. De gauche à droite, transformation de la microglie quiescente en microglie activée 
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Ultérieurement, au cours de la maturation du système nerveux central, la microglie activée se 
différencie en microglie quiescente (microglie au repos). Elle adopte progressivement une 
morphologie ramifiée avec un corps cellulaire qui devient petit et ovoïde (Leong and Ling 
1992; Cuadros et al. 1997). Des données montrent que les ramifications de la microglie 
quiescente sont en mouvement constant, alors que le corps cellulaire reste fixe. Ces 
mouvements permettraient une immunosurveillance de l’ensemble du périmètre couvert par 
les ramifications microgliales (Kreutzberg 1996). En situation inflammatoire, on observe une 
activation des cellules microgliales caractérisée au plan morphologique par une rétraction des 
ramifications et une hypertrophie du corps cellulaire. L’activation microgliale est progressive 
en termes de prolifération, de migration au site d’inflammation, de caractéristiques 
morphologiques, et de changements fonctionnels et immunophénotypiques. L’activation est 
un phénomène réversible.  
 
Principales fonctions  
 
 
Les principales fonctions des cellules nerveuses sont donc : 
 
(i) des fonctions de barrière par les astrocytes de type 1 (BHE) et de type 2 (glia 
limitans), des fonctions métaboliques avec les astrocytes de type 2 dont la 
principale fonction est de moduler l’activité synaptique. Ainsi ils participent à la 
concentration de certains neurotransmetteurs comme la noradrénaline, ou encore le 
VIP pour "vasoactive intestinal peptide" par le processus de captation (Magistretti 
et al. 1993; Magistretti and Pellerin 1996). Ils ont également un rôle important 
dans le métabolisme énergétique cérébral par la captation de glucose et le 
processus de glycogénolyse (relargage de lactate essentiel aux neurones). De plus 
cette machinerie énergétique astrocytaire dépend d’une régulation ionique 
maintenue par la présence de pompes et transport ioniques sogium et potassium 
(Magistretti 2006). 
 
(ii) des fonctions d'homéostasie de par les fonctions de phagocytose des cellules 
microgliales (Marin-Teva et al, 2004) et enfin des fonctions immunologiques 
médiées par ces mêmes cellules microgliales en situation pathologique 
(Benveniste 1992; Aloisi 2001). 
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Le système nerveux central et le stress cellulaire 
 
 Parmi les stress les plus rencontrés au sein du système nerveux central, l'ischémie 
cérébrale est un des plus fréquents et représente un risque majeur pour les fonctions cérébrales 
puisque la première conséquence est l’hypoxie cérébrale entraînant donc de fortes séquelles. 
L'ischémie cérébrale transitoire ou ICT est une diminution momentanée du flux sanguin vers 
le cerveau. On la qualifie souvent de mini-accident vasculaire cérébral. Une ICT est un 
avertissement sérieux d’un risque accru d’accident vasculaire cérébral (AVC), sa survenue 
étant accompagnée d'un fort risque de récidive. 
 Au niveau moléculaire, l’ischémie cérébrale induit une cascade complexe d’événements 
métaboliques dont l’induction de lésions protéiques impliquant la sur–expression de protéines 
de stress chaperones. L’activité chaperone de ces protéines de stress ou de choc thermique 
(Heat Shock Protein, HSP) consiste en la protection de la malformation et de l’aggrégation 
des protéines fraîchement produites. L’ischémie cérébrale induit notamment l’expression ou 
la sur-expression des formes induites et constitutives de Hsp70 (Kawagoe et al. 1992). 
L’expression de gènes codant pour les HSPs a été mise en évidence dans plusieurs 
populations cellulaires incluant les neurones, les cellules gliales et les cellules endothéliales 
(Kelly et al, 2002). Plusieurs études in vitro ont montré que la sur-production d’HSPs 
protégeait les cellules du SNC, de la nécrose et de l’apoptose. Ainsi, la transfection 
d’astrocytes avec le gène Hsp70 les protège de l’ischémie et de la privation en glucose (Fink 
et al, 1997). De plus, Hsp70 semble inhiber l’activation de la voie des caspases par les 
céramides, de même que la voie des MAP kinases (Mosser et al, 1997). De même, Hsp70 en 
se liant à BAG-1, facteur de transcription du gène bcl-2, régule sa fonction et par ce biais 
régule la mort cellulaire par apoptose (McLaughlin et al, 2003). D’autres protéines de choc 
thermique sont exprimées dans le cerveau en réponse à l’ischémie. C’est le cas de 
l’ubiquitine, une petite Hsp, impliquée dans le transport des protéines endommagées vers le 
protéasome (Valentim et al, 2001). Classée dans la même famille, Hsp27 a été mise en 
évidence dans les astrocytes lors de stress ischémique (Turner et al, 1999), avec une action 
principalement de chaperone pour les protéines du cytosquelette (i.e. actine). La présence des 
protéines Hsp47, Hsp60, Hsp10 et Hsp32 (appelée également hème-oxygenase, HO) 
consécutivement au stress a également été mise en évidence et impliquée dans la protection 
cérébrale. On notera par exemple dans le cerveau atteint de la maladie d’Alzheimer, une 
augmentation d’HO-1 colocalisée avec les plaques séniles (Schipper, 2000). 
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 L’ICT génère aussi des radicaux libres oxygène et nitrogène (pour revue, Love 1999) 
dont le monoxyde d‘azote (NO) et certains superoxides.  Ce stress radicalaire est en partie 
responsable de la modification structurale des macromolécules telles que des cassures de 
l’ADN pouvant engendrer l’apoptose voire la nécrose cellulaire. Des cassures double et 
simples brins apparaissent dans l’heure consécutive à la reperfusion après une ischémie 
transitoire (Szabo et al, 1996).  
 Le mode de mort cellulaire dépend de la gravité des lésions et par conséquent précise la 
l'importance de l’ischémie. Des études récentes ont souligné le rôle du peroxynitrite dans les 
lésions simples brins de l’ADN activant la réparation de l’ADN par la polymérase PARP 
(poly(ADP-ribose) polymerase) (Narasimhan et al. 2003; Kaundal et al. 2006). Cette activité 
enzymatique est très consommatrice en NAD+. Par conséquent, la sur-activité de cette 
polymérase induite lors de l’ischémie entraîne une diminution considérable du stock en 
NAD+ contribuant à l’importance des lésions cérébrales (Narasimhan et al. 2003). De telles 
lésions induites par ce stress oxydatif consécutif à l’ischémie sont difficilement réparables. De 
nombreuses stratégies thérapeutiques sont utilisées pour prévenir ces lésions oxydatives, mais 
la plupart sont inefficaces et suivis de nombreux effets secondaires inacceptables. Parmi les 
thérapies de prévention, on notera l’utilisation de thrombolytiques (activateur tissulaire du 
plasminogène (tPA), la streptokinase (SK) ou encore l'urokinase) dont le principal effet 
secondaire est le risque d'hémorragie intracérébrale (Albers et al 2004). 
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• Partie 3 : Le Stress Cellulaire et les HSPs 
 
 
organisme est constamment confronté aux stress qu’ils proviennent de 
l’environnement (i.e. variation de température) ou de conditions pathologiques 
(i.e. virus). La réponse cellulaire au stress est caractérisée par de nombreux 
processus relativement communs à tous les types cellulaires. La variation de protéines de choc 
thermique, l’induction de cassures à l’ADN et l’induction de mort cellulaire sont, parmi ces 
processus, ceux que nous avons choisi d’étudier dans la peau et le cerveau, sur la base de 
leurs réponses au stress.  
Les  protéines de choc thermique ou HSPs 
 
L’induction de protéines en réponse à un stress cellulaire implique différentes 
protéines. Des cellules endothéliales du cerveau en hypoxie vont  par exemple synthétiser des 
enzymes glycolytiques, de la calreticuline ou encore de la vimentine (Haseloff et al. 2006). 
Cependant, les protéines plus communément impliquées dans la réponse de stress sont les 
HSPs. Nous proposons donc de présenter plus en détail ces protéines ubiquitaires et plus 
particulièrement les HSPs exprimées dans la peau et le cerveau. 
 
L’induction de protéines de choc thermique a été décrite pour la première fois en 1962 
chez la drosophile (Ritossa 1996). Ces protéines sont synthétisées en réponse non seulement 
aux différents stress, mais aussi à des stimuli physiologiques ou physiopathologiques. 
Ainsi, leur synthèse peut augmenter dans les cellules en culture par exposition aux 
analogues d'acides aminés (Kelley and Schlesinger 1978; Li and Laszlo 1985), à certains 
chimiques (Lee and Dewey 1987; Hatayama et al. 1991; Van Rijn et al. 2000), aux métaux 
lourds (Levinson et al. 1980; Wagner et al. 1999; Papaconstantinou et al. 2003) et aux agents 
qui augmentent le taux de calcium (Ding et al. 1996; Kiang et al. 2002). Leur synthèse 
augmente aussi en cas d'ischémie comme nous l'avons évoqué plus haut (Kawagoe et al. 
1992; Van Why et al. 1992; Bardella and Comolli 1994).  
Il existe cinq familles conservées de HSP classées selon leur poids moléculaire : les 
HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 et les petites HSP ou sHSP (pour small Heat Shock Protein) 
(de 12 à 43 kDa) (Ciocca et al. 1993; Csermely et al. 1998; Kiang and Tsokos 1998; Feder 
and Hofmann 1999; Jolly and Morimoto 2000 ; Ganea 2001), chaque classe étant elle-même 
L’
Chapitre 1 
Partie 3 : Stress et HSPs 
- 26 - 
composée de plusieurs protéines de poids moléculaires différents. Les HSP sont le plus 

























Deux familles de protéines de choc thermique, sHSP, et plus particulièrement Hsp27, 
et HSP70, sont présentées ci-dessous, avec une description synthétique de leur structure, leurs 






Tableau 1 : Nomenclature, localisation et fonctions des différentes 
familles de HSP, d’après Jolly et Morimoto (Jolly and Morimoto 2000) 
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Les sHSP sont abondantes et ubiquitaires par nature et leur taille varie de 12 à 43 kDa. 
Les sHSP ont en commun une séquence de 100 résidus, homologue à la sHSP alpha-
crystalline3 (de Jong et al. 1998) et appelée, par analogie, domaine alpha-crystalline ou 
domaine sHSP. Les sHSP peuvent former de larges complexes multimériques de 200 à 800 
kDa (Arrigo and Welch 1987; Borrelli et al. 2002) qui sont combinées à l’alpha-b-crystalline 
(Zantema et al. 1992), leur conférant ainsi un large panel de fonctions cellulaires. Parmi ces 
fonctions, les plus remarquables (ou spécifiques) sont la dotation de thermo-tolérance aux 
cellules in vivo et in vitro (Lavoie et al. 1993b; Schirmer et al. 1994; van den et al. 1994; 
Carper et al. 1997; Doerwald et al. 2003; Doerwald et al. 2006), et la capacité à agir en tant 
que chaperones. Cette fonction de chaperone implique la formation de complexes stables avec 
des intermédiaires de substrats protéiques (Lindner et al. 1998; Lindner et al. 2000; Friedrich 
et al. 2004). 
Localisation 
 
Chez la drosophile, Hsp27 a été localisée dans le tube neural des embryons en fin de 
développement. Elle se trouve au niveau neuronal probablement en association avec des 
cellules aussi bien en mitose qu'en voie de différenciation (Arrigo et al. 1988). Les protéines 
associées Hsp26 et Hsp23 ont une localisation voisine, bien que Hsp26 soit surtout exprimée 
dans les gonades. 
Au niveau tissulaire chez l'Homme, Hsp27 est exprimée dans les organes génitaux. 
Chez la femme, l’expression est élevée dans l’endomètre utérin, le vagin et le cervix, et plus 
faible dans le placenta (Ciocca et al. 1993; Tabibzadeh et al. 1996). Elle est également 
exprimée dans la peau où elle semble jouer un rôle important dans le développement cutané 
(Trautinger et al. 1995; Jantschitsch et al. 1998; Jonak et al. 2005; Monastirli et al. 2005). 
Hsp27 s'exprime aussi, mais plus faiblement, dans l'intestin, le coeur, le rein, les cellules 
sanguines et le muscle strié (Ciocca et al. 1993; Ciocca and Calderwood 2005).  
                                                 
3 L'alpha-cristalline empêche la formation, dans le cristallin, d'agrégats protéiques de grande taille qui conduirait 
à une dispersion de la lumière et à diminuer la transparence du cristallin (Xia et al. 2006). 
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Dans le tissu nerveux, en l’absence de stress, Hsp27 s’accumule dans les neurones 
spinaux et les cellules de Purkinje du cervelet (Gernold et al. 1993; Klemenz et al. 1993). Son 
expression cellulaire est localisée dans la région périnucléaire proche du complexe de Golgi, 
tandis qu’après choc thermique, elle est localisée dans le noyau (Arrigo et al. 1988; de Jong et 
al. 1998). Dans les cellules de drosophile ou les levures ayant subi un choc thermique, les 
protéines de stress sHSP sont localisées dans le noyau et autour de celui-ci (Arrigo and 
Ahmad-Zadeh 1981; Leicht et al. 1986), mais de façon variable selon l’état métabolique des 
cellules (Rossi and Lindquist 1989) et leur thermorésistance (Arrigo et al. 1988). 
 
Modulation de l'expression 
 
Chez les eucaryotes, les gènes codant pour des protéines de choc thermique sont sous 
le contrôle des « Heat Shock transcription Factors » (HSF) (Pirkkala et al. 2001) et  des heat 
shock elements (HSE). Ces deux éléments, HSF et HSE ont une structure conservée depuis la 
levure jusqu’à l’Homme (Wu 1995; Morano and Thiele 1999; Pirkkala et al. 2001). Pour HSF 
et concernant les HSP de faible poids moléculaire, ces gènes comportent un motif ADN de 
régulation, nommé ‘Heat Shock Element (HSE)’, constitué de motifs répétés GAAn (Nover 
and Hightower 1991; Wu 1995; Liu et al. 1997). Les HSF sont au nombre de trois chez les 
mammifères, mais seule l’isoforme HSF1 et son homologue chez la drosophile HSF sont 
connues pour répondre au stress par l’activation de la transcription des gènes Hsp (Goodson 
and Sarge 1995; Mercier et al. 1999; Pirkkala et al. 2001). Quant aux autres HSF, leur rôle 
n’est pas clair, il semblerait que HSF2 serait impliquée dans la transcription des Hsp 
constitutives (Sistonen et al. 1994) et lors du développement embryonnaire chez la souris 
(Rallu et al. 1997).  
L'HSF sous forme de trimère se lie au HSE (Fernandes et al, 1994). Ce passage de 
l'état de monomère à celui de trimère accroît l'affinité de liaison à l'ADN (Orosz et al. 1996). 
L'activité transcriptionnelle des HSF est également liée à la phosphorylation (Sorger and 
Pelham 1987; Hashikawa and Sakurai 2004). Il faut noter ici que la localisation de HSF est 
nucléaire et cytoplasmique pour HSF1 (Sarge et al. 1993; Orosz et al. 1996) et, pour HSF2, 
cytoplasmique dans les cellules non stressées et nucléaire après activation (Wu 1995). Enfin, 
la régulation des HSF est sous la dépendance de signaux physiques et environnementaux et 
leur activité dépend de l'origine du tissu (Pirkkala et al. 2001). Par exemple, dans les 
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testicules ou dans les lymphocytes T de souris, la température requise pour activer HSF1 est 
inférieure à celle observée dans les autres tissus (Sarge 1995). 
Il existe deux facteurs de liaison du HSE qui interviennent dans la régulation de 
l'activité des gènes codant pour les HSP, mais la phosphorylation semble être un des plus 
importants facteurs de régulation (Wu 1995). Les protéines HSP peuvent en effet être 
phosphorylées en réponse à des stimuli variés. Quatre isoformes de Hsp27 existent dont 3 
peuvent être phosphorylées sur 1, 2, ou 3 sites (Landry et al. 1992). De nombreux agents 
peuvent provoquer cette phosphorylation, comme le choc thermique (Landry et al. 1992), 
l'arsénite de sodium ou encore l'eau oxygénée (Huot et al. 1996; Fauconneau et al. 2002). De 
nombreux facteurs physiologiques, plus spécialement ceux impliqués dans la prolifération 
cellulaire, peuvent également phosphoryler Hsp27. On peut ainsi citer la stimulation 
mitogénique (Zhou et al. 1993), le facteur de croissance des fibroblastes (FGF : fibroblast 
growth factor), le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF : platelet derived growth 
factor) et la famille des 'Mitogen Activated Protein' (MAP)-kinases (Guay et al. 1997; Landry 
and Huot 1999). Il en est de même pour certains médiateurs de l'inflammation, tels que le 
facteur nécrosant tumoral (TNF : tumor necrosis factor) et l'interleukine 1 (Arrigo 1990; 
Saklatvala et al. 1991).   
 
Rôle biologique face au stress 
 
 
L'implication de Hsp27 dans la réponse au stress thermique est liée à son activité 
chaperone (Ellis 1990; Kregel 2002). L'activité chaperone consiste en une protection des 
protéines cellulaires par leur association, avec certaines HSP dont Hsp27 et un cortège de 
protéines partenaires, en particules spécifiques. Les particules protéosomales telle 
l’ubiquitine, impliquées dans la dégradation protéosomale en sont un exemple (Arrigo et al. 
1988; Parcellier et al. 2003; Parcellier et al. 2006). Hsp27 et ses protéines associées 
empêchent l’agrégation des protéines ainsi protégées et facilitent leur restructuration 
fonctionnelle (van den et al. 1999; Clark and Muchowski 2000). Un choc thermique induira la 
dissociation des complexes Hsp / alpha-cristalline (Zantema et al. 1992),  pour permettre 
l’action protectrice des deux types moléculaires. 
Hsp27 fait partie intégrante des mécanismes de tolérance face à un choc thermique 
(Lavoie et al. 1993b). Ainsi, il a été montré qu’une sur-expression d’Hsp 27 protégeait les 
cellules cardiaques de rat in vitro et in vivo de l’apoptose couramment induite par un choc 
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thermique ou hypoxique (Brar et al. 1999; Wagstaff et al. 1999). La thermoprotection 
conférée par Hsp27 serait due à une stabilisation du réseau de microfilaments. La première 
démonstration du rôle de Hsp27 dans la transduction du signal aux microfilaments a été 
effectuée par la mise en évidence d'un facteur d'inhibition de la polymérisation de l'actine 
(Miron et al. 1991). Puis son implication au sein du cytosquelette, essentiellement dans les 
neurones, a été largement démontrée (Costigan et al. 1998; Williams et al. 2006). Ce rôle dans 
l’organisation des filaments est cependant dépendant de l’état de phosphorylation d'Hsp27, 
puisqu' il a été montré que le "pool" de filaments F-actine variait en fonction de la quantité et 
de la phosphorylation des Hsp27 présentes (Lavoie et al. 1993a). Les HSP peuvent aussi 
combiner une action antiprotéasique (Ortwerth and Olesen 1992; Voorter et al. 1994) à leur 
activité chaperone.  
 
L'implication d'hsp27 dans la chimiorésistance a été suggérée par l'association de la 
présence d'Hsp27 dans des cellules en culture et de leur résistance à certains médicaments 
anticancéreux comme l’etoposide, le cycloheximide (Gibbons et al. 2000). Dans le cas du 
cisplatine cependant, l'acquisition de la résistance à ce médicament est associée à une 
diminution de l'expression de la protéine, tandis que le traitement continu par ce médicament 
augmente l'expression de Hsp 27 et son degré de phosphorylation (Hettinga et al. 1996).  
 
Le niveau d'expression de Hsp 27 a été associé à plusieurs formes de cancers. Ainsi 
dans le cas du cancer du sein, les données sur la relation entre l'expression d'Hsp27 et le stade 
cancéreux sont contradictoires. Storm et al. (1996) indiquent que la sur-expression d'Hsp27 
semble être corrélée avec des stades avancés, alors qu'il existerait une expression d’Hsp27 
inverse à la prolifération tumorale d'après Ciocca et al. (1990) et Vargas-Roig et al. (1997). 
En revanche, il ne semble pas y avoir de colocalisation d'Hsp 27 avec les récepteurs à 
l'oestrogène (Ciocca et al. 1998). 
Hsp27 est également associé à d’autres cancers tels celui de l'utérus et de l'estomac, 
ainsi que dans certaines leucémies (Ciocca et al. 1993). Le niveau d’expression de Hsp27 est 
ainsi positivement corrélé aux taux des hormones oestrogènes et de la progestérone dans les 
cancers de l’utérus, du cervix (Devaja et al. 1997) et de l’estomac.  
Dans les leucémies lymphoblastiques aiguës, la présence de plusieurs isoformes de 
HSP 27 peut permettre d'envisager une utilisation thérapeutique par leur blocage sélectif 
(Strahler et al. 1991). 
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Les protéines de choc thermique les plus étudiées sont HSC70 et HSP70, de poids 
moléculaire respectif 73 kDa et 72 kDa. La structure des protéines HSP 70 chez les 
eucaryotes est très voisine de celle de son équivalent procaryote (appelé Dnak) (Kelley 1999). 
Les deux types (HSP et DnaK) ont un domaine ATPase amino-terminal de 44-45 kDa qui a 
pour fonction d’activer la protéine Hsp (Sadis and Hightower 1992), un domaine de liaison au 
substrat de 15-18 kDa (Wang et al. 1993; Fouchaq et al. 1999; Hennessy et al. 2005) et un 
domaine carboxy-terminal d'environ 10 kDa dont la fonction n’est pas claire, mais semblerait 
stimuler la collaboration avec la co-chaperone Tim44 dans le cas de la Hsp70 mitochondriale 




Hsp70 s’exprime à un faible niveau dans les cellules non stressées et dans de 
nombreux tissus dont la peau (Maytin 1995; Trautinger 2001) et le cerveau. Hsc70 et Hsp70 
sont présentes au sein du système nerveux central où leur expression varie selon le stade de 
développement de l’organisme (D'Souza and Brown 1998; Loones et al. 2000). Cette famille 
est principalement localisée dans le cytoplasme. Un aspect important de cette localisation 
cellulaire d'Hsp70 et des protéines associées est celui de la translocation à travers la 
membrane mitochondriale et de la membrane du réticulum endoplasmique, ce qui permet le 
transport de polypeptides (Pilon and Schekman 1999). Parmi les HSP de ce groupe, la 
protéine BIP est associée à ce transport à travers le réticulum endoplasmique (Brodsky and 
Schekman 1993). Le peptide se lie à un complexe protéique accepteur et BIP, sans utilisation 
d’ATP. Puis, ce complexe se lie à une autre protéine acceptatrice de la membrane avec 
utilisation de l'ATP. Il y a ensuite libération du polypeptide dans le lumen du réticulum 
endoplasmique. D’autres liaisons avec des co-chaperones comme Tim44 (Krimmer et al. 
2000) dans la mitochondrie, Hsp40 dans le cytoplasme (Yamane et al. 1995; Michels et al. 
1997) ou encore avec CHIP (Kampinga et al. 2003; Petrucelli et al. 2004), impliquent que les 
Hsp70 ne peuvent pas agir seules en tant que chaperones, Enfin, Hsp70 est également 
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exprimée au niveau membranaire, permettant une participation à la présentation antigénique 
et donc à la réponse immunitaire (Multhoff 2002; Radons and Multhoff 2005). 
 
Modulation de l'expression 
 
 
La régulation de la synthèse de Hsp70 et Hsc70 implique des facteurs de transcription 
dont les facteurs HSF et HSE pour lesquels le rôle a été décrit précédemment dans le chapitre 
des petites HSP, ainsi que d'autres constituants cellulaires. 
On peut cependant ajouter que l'activité des HSF est régulée par les HSP par un 
mécanisme de "feedback" : par exemple, la synthèse d'HSP 70 dans les cellules humaines en 
culture amène une diminution de l'activité de liaison à l'ADN du HSF1 humain (Wu 1995). 
Les HSP 70 ne sont pas seulement régulées par les HSF, il existe un autre élément régulateur 
le "constitutive heat shock element binding factor" (CHBF) (Liu et al. 1994; Chen et al. 1999) 
qui se lie au HSE en condition d’homéostasie. 
Les MAP (mitogen activated proteins)-kinases sont induites par l'exposition des 
cellules aux facteurs qui produisent des radicaux libres comme les radiations ionisantes, H202, 
les ultraviolets, l'hypoxie et le choc thermique (Hibi et al. 1993). Elles sont également 
modulatrices de l'expression génique de HSP 70 (Mivechi and Giaccia 1995; Tang et al. 2001; 
Kim et al. 2005). On notera p38beta MAPK, ERK1 et ERK2 en principaux régulateurs. 
 
Rôles biologiques face au stress 
 
 
Basée sur leur capacité à se lier à une large gamme de substrats polypeptidiques non 
natifs, la participation des Hsp 70 au sein de la cellule est diverse, incluant la remise en forme 
et la translocation membranaire des protéines, la dégradation des protéines irréparables ainsi 
que d’autres processus régulatoires spécifiques (Craig et al. 1994). 
La liaison et le détachement des substrats par les Hsp70 dépendent de la modulation de 
leur affinité intrinsèque pour les peptides, modulation qui se fait au gré de cycles liaison-
hydrolyse de l’ATP régulés par les protéines partenaires de Hsp70. 
Hsp70 agit selon deux états d’affinité pour les protéines malformées : la forme liée à 
l’ATP se fixe et relâche rapidement les peptides, alors que la forme liée à l’ADP se fixe et 
relâche lentement (Palleros et al. 1994; Schmid et al. 1994). 
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De par leurs actions dans de nombreuses organites cellulaires (le noyau, le réticulum 
endoplasmique, la mitochondrie, les chloroplastes), les Hsp70 portent de nombreuses 
casquettes, dont celle de transporteur de protéines à travers les membranes, plus 
communément appelée translocation membranaire. Cette action se déroule au niveau des 
membranes mitochondriales et du réticulum endoplasmique (RE). L’action au niveau de la 
mitochondrie se fait grâce à la liaison de Hsp70 mitochondriale (mtHsp70) aux intermédiaires 
de translocation franchissant les membranes mitochondriales. MIM44 est un des composants 
de la machinerie de translocation mitochondriale qui se lie spécifiquement à mtHsp70 
(Kronidou et al. 1994; Rassow et al. 1994; Schneider et al. 1994). Dans le cas du RE, d’autres 
protéines sont impliquées; chez la levure S.cerevisiae, on trouve Sec63 en protéine de 
translocation se liant à Hsp70 présente dans la lumière du RE (Scidmore et al. 1993). 
 
La présence des Hsp70 et plus précisément de Hsc70 a été détectée dans le noyau 
après choc thermique. Des complexes avec la topoisomérase 1 ont été détectés, montrant ainsi 
l’implication des Hsp70 dans la protection nucléaire et dans la protection des protéines 
induites par le choc et/ou dans leur réparation. Cette forte accumulation en Hsp70 permet 
donc une protection plus rapide (Ciavarra et al. 1994).  
 
Les agents stressants sont très nombreux, mais tous induisent une batterie de protéines 
de défense. La forme inductible de Hsp70 est celle qui est la plus fréquemment rencontrée et 
qui intervient le plus souvent dans les processus de tolérance. La tolérance confère à la cellule 
une protection contre un second stress. Il a été notamment mis en évidence qu’Hsp70 était 
impliquée dans la thermo-tolérance (Krebs and Feder 1998; Zeise and Rensing 2002; 
Cornivelli et al. 2003), la chimiotolérance (Kudo et al. 1999; Moriyama-Gonda et al. 2000), la 
tolérance à l’ischémie (Chen et al. 1996; Kitagawa et al. 1996) et à l’oxydation (Liu et al. 
1998). La protection que confèrent Hsp70 et les autres HSP impliquées dans la protection 
cellulaire se situe notamment dans le noyau (défense du matériel génétique) et partiellement 
dans le cytoplasme pour éviter l’aggrégation des protéines (Glover and Lindquist 1998). 
 
Face aux stress viraux et bactériens, les cellules expriment à leur surface des Hsp70 
qui induisent une réponse immunitaire par leur expression non usuelle (Multhoff et al. 1998). 
 
De par sa présence dans une grande variété de types cellulaires, la famille Hsp70 
représente un marqueur commun et même un bio-marqueur lors d’étude de toxicité. En effet, 
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Hsp70 est induite lors de nombreuses agressions parmi lesquelles certains traitements 
pharmaceutiques (Pedrycz and Brzeski 2006) et les polluants (Kilemade and Mothersill 2001; 
Hallare et al. 2005; Lee et al. 2006). Il a récemment été suggéré qu'Hsp70 serait aussi un bio-
marqueur de cancérogenèse (Khalil et al. 2006).  
 
Les HSPs dans la peau 
 
 
Il a été montré que lors de la stratification de l’épiderme, comme dans tout 
développement normal, des protéines sont exprimées comme des kératines qui induisent la 
différenciation des kératinocytes (Freedberg et al. 2001) ou bien réprimées. Des études ont 
permis d’identifier le rôle d’autres protéines dans cette différenciation, parmi lesquelles la 
protéine de choc thermique Hsp27 (Kindas-Mugge and Trautinger 1994; Trautinger et al. 
1995; Jantschitsch et al. 1998) dont la surexpression est caractéristique de la différenciation 
épidermique. D’autres protéines HSPs interviennent dans le processus de cicatrisation et donc 
de stratification épidermique, notamment Hsp90 (Laplante et al. 1998). Quant à Hsp72, son 
implication dans la prolifération cellulaire a été démontrée (Laplante et al. 1998; Edwards et 
al. 1999), bien que son rôle essentiel, lié à son activité chaperone, soit la réponse au stress par 
(Zhou et al. 1998; Merwald et al. 2006). 
 
 
Les HSPs dans le SNC 
 
Au cours du développement cérébral (Figure 9), les HSPs jouent un rôle important 
(Walsh et al. 1997). En effet, les protéines Hsp90 sont exprimées constitutivement dans le 
cytosol des cellules nerveuses non stressées, et la protéine Hsc73 est normalement présente à 
de forts niveaux lors de la fermeture du tube neural et de la différenciation et prolifération du 
neuroectoderme. 
Chapitre 1 
Partie 3 : Stress et HSPs 
- 35 - 
 
Figure 9 : Rappel sur le développement du système nerveux central, exemple chez la 
grenouille. Source : http://fig.cox.miami.edu 
 
Hsp47 est exprimée dans le réticulum endoplasmique lors de la neurulation des cellules 
neuroectodermiques et mésodermiques. Pendant l’induction de la plaque neurale, Hsp47 est 
fortement associée à la synthèse de collagène IV et à la formation de la membrane basale et 
de la matrice extracellulaire. Quant à Hsp27 elle est exprimée constitutivement et joue un rôle 
de chaperone, tout particulièrement au niveau du cytosquelette d’actine des cellules 
nerveuses.  
D’autres travaux ont permis de mettre en évidence que la protéine Hsc73 était 
indispensable aux oligodendrocytes au cours de leur différenciation pour l’expression 
optimale de la myéline (Aquino et al. 1998). 
 Au stade adulte, les HSPs font également partie de la vie des cellules cérébrales. Ainsi 
Armstrong et al (2001) ont mis évidence les différences d’expression d’Hsp25 dans les souris 
entre les stades foetal et adulte, de même qu’entre cerveaux de rat et de souris. Chez la souris, 
au stade du  développement cérébral, l’expression d’Hsp25 a été mise en évidence surtout 
dans le cerveau et peu dans la colonne vertébrale alors qu’au stade adulte, l’expression est 
plus importante dans les motoneurones de la moelle épinière. Entre rats et souris la différence 
a surtout été montrée au niveau du thalamus et du cervelet, structures qui expriment Hsp25 
uniquement chez la souris adulte. Concernant Hsp70 sont expression cérébrale est faible voire 
inexistante (D’Souza, 1998). Ainsi, des analyses immunohistologiques sur des cerveaux 
humains et de rats ont montré que la protéine la plus exprimée était Hsc70 par rapport à la 
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forme inductible Hsp70 et que sa localisation était essentiellement dans la matière blanche 
(Tytell et al, 1998). 
Chez l’Homme, Hsp 27 est très peu ou pas exprimé dans les astrocytes cérébraux normaux, 
cependant, dans des tumeurs astrocytaires, le niveau d’expression a été montré caractéristique 
du phénomène de cancérisation (Assimakopoulou et al, 1997). 
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• Partie 4 : Le Stress Cellulaire et la mort cellulaire  
 
Notions de mort cellulaire. 
 
n condition physiologique, pathologique ou de stress, un développement et un 
fonctionnement harmonieux d’un organisme passent par un ensemble équilibré de 
processus cellulaires où la survie cellulaire coexiste avec la mort. La mort cellulaire 
peut être observée aussi bien chez l’embryon que chez l’adulte résultant d’un processus 
nécrotique (mort cellulaire passive ou accidentelle) ou apoptotique (mort cellulaire 
programmée) (Figure 10Figure 10).   
 
Figure 10 : Nécrose et apoptose, processus de mort cellulaire.  Pendant la nécrose, des 
renflements apparaissent (a) puis la libération du contenu cytoplasmique se fait grâce à la 
perméabilisation de la membrane (b) conduisant à la réaction inflammatoire des tissus 
environnants. L’apoptose est caractérisée par de nombreux changements morphologiques et 
biochimiques différents de la nécrose. La cellule rétrécit, forme des renflements et se détache 
des cellules environnantes, alors que la membrane plasmique et les organites cellulaires 
restent intactes (c). Dans le noyau, la chromatine se condense à l’enveloppe nucléaire. 
Finalement, les cellules se désintègrent en corps apoptotiques (d) qui sont phagocytés par les 
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La Nécrose 
 
La nécrose ou mort cellulaire accidentelle survient lors d’une lésion tissulaire et 
implique un groupe de cellules. Elle se définit par un traumatisme important comme 
l'ischémie (arrêt ou diminution de la circulation sanguine au niveau d’un organe), une 
hyperthermie (élévation importante de la température), une intoxication par un produit 
chimique, ou des traitements anti-cancéreux (radiothérapie, chimiothérapie ou laser), etc… 
La nécrose est considérée comme une mort cellulaire désordonnée. En effet, au cours de la 
nécrose, des modifications apparaissent au niveau du cytoplasme (il devient éosinophile et 
parfois vacuolaire) et au niveau du noyau qui peut se condenser et devenir très coloré 
(pycnose). Les cellules vont se gorger d'eau, entraînant une absence de régularisation des 
pressions régnant dans le compartiment intracellulaire, au point d'entraîner la lyse de la 
membrane plasmique. Les organites vont elles aussi avoir tendance à gonfler. L'ADN 
nucléaire va être dégradé de manière aléatoire (Bicknell and Cohen 1995) par des 
endonucléases activées notamment par des sérines protéases (Dong et al. 1997). Cette 
véritable explosion cellulaire conduit au relargage dans le milieu environnant du contenu 
cytoplasmique. La nécrose est à l’origine du processus inflammatoire. 
Une des nécroses les plus connues est celle du myocarde. Elle se produit lors de l’infarctus 
(Frangogiannis et al. 2001) et correspond à un arrêt d’apport sanguin au niveau du muscle 
cardiaque par obstruction d’une artère coronaire. Les fibres musculaires sont alors détruites 
par nécrose puis remplacées par une réparation tissulaire conjonctive formée d’un tissu inerte, 
c’est-à-dire ne possédant pas les capacités de transmission de l’influx nerveux. 
 




Appelée aussi mort cellulaire programmée, l'apoptose est largement impliquée dans les 
processus physiologiques et pathologiques. Soumise à une régulation fine, elle diffère de la 
nécrose où la destruction de la cellule est brutale et toujours provoquée par des conditions 
anormales ou un agent toxique. 
Sur le plan physiologique, l'apoptose correspond aux phénomènes qui conduisent à une 
destruction cellulaire ménagée, indispensable à l'équilibre (ou homéostasie) du corps pour 
Chapitre 1 
Partie 4 : Stress et mort cellulaire 
- 39 - 
tenir compte du renouvellement des tissus. Elle est contrôlée par des oncogènes et des 
suppresseurs de tumeurs. L'apoptose est par exemple inhibée par le gène bcl-2 impliqué dans 
les lymphomes folliculaires et induite par la protéine p53, deux des principaux effecteurs de 
ce contrôle (Ryan et al. 1994; Chiarugi and Ruggiero 1996). Sur le plan pathologique, une 
apoptose insuffisante liée à une production accrue de cellules modifiées est souvent rapportée 
dans les cas de cancers. Aussi, certains traitements anticancéreux (Ding et al. 2002) ont été 
développés pour favoriser l'apoptose et éliminer ainsi des cellules en excès.  
 
Très généralement, les cellules en apoptose vont s'isoler des autres cellules. Les événements 
morphologiques et biochimiques impliqués dans l'apoptose sont nombreux. L'une des 
modifications morphologiques caractéristiques de l'apoptose est l'importante condensation à la 
fois du noyau et du cytoplasme, ce qui induit une diminution significative du volume 
cellulaire. Les mitochondries de la cellule apoptotique vont subir des modifications majeures 
avec le relargage du cytochrome c dans le cytoplasme (Kluck et al. 1997; Yang et al. 1997) et 
la diminution du potentiel membranaire ∆Φm et de la transition de la perméabilité 
mitochondriale qui permet l'ouverture de pores PT (pour transition de perméabilité) 
spécialisés (Marchetti et al. 1996; Petit et al. 1996; Zamzami et al. 1996). Le noyau se 
condense, puis la chromatine est clivée en fragments réguliers (Wyllie et al. 1984). La 
membrane plasmique va bourgeonner et conduire à la formation de corps apoptotiques 
renfermant une partie du cytoplasme de la cellule et phagocytés par les macrophages 
principalement, mais aussi par les cellules voisines. L'un des points majeurs de l'apoptose est 
que l'intégrité de la membrane plasmique n'est jamais altérée au cours du processus, ce qui 
permet d'éviter tout déversement du contenu cellulaire et ainsi prévenir toute lésion des tissus 
alentours. Afin de faciliter la reconnaissance des corps apoptotiques par les cellules 
phagocytaires, la cellule va signaler son état apoptotique à son environnement notamment 
grâce aux molécules de phosphatidylsérines membranaires qui passent d'une orientation 
cytoplasmique vers une orientation extracellulaire (Castedo et al. 1996). 
L’élimination des cellules apoptotiques est primordiale, elle permet de ne laisser aucune trace 
dans le tissu où survient l'apoptose, en particulier, elle prévient toute nécrose secondaire qui 
aurait pour conséquence la libération aléatoire du contenu cellulaire. Ce processus 
d’élimination par phagocytose permet de limiter l'établissement d'une réaction inflammatoire 
par la libération de cytokines anti-inflammatoires telles que TGF-beta1 et PGE-2 dans 
l’environnement cellulaire (Maderna and Godson 2003). 
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Figure 11 : Régulation de l'apoptose par les HSP d'après Garrido (Garrido et al. 2001). A : 
modulation par les HSP de la voie intrinsèque apoptotique. HSP27 se lie au cytochrome c (Cyt 
C), HSP70 et HSP90 se lient à Apaf1.  Dans tous les cas cela résulte en l’inhibition de la 
formation de l’apoptosome et, par conséquent, en la prévention de la formation de la caspase 9 
mature. Une influence négative complémentaire a été décrite pour HSP27 et 70, dans d’autres 
événements de la cascade apoptotique. B : modulation par les HSP de la voie extrinsèque 
apoptotique. HSP 27 interagit avec et inhibe la voie apoptotique Daxx alors que HSP70 se lie à 
JNK1 pour l’inactiver. Le signe (-) dénote une régulation négative, (+) une régulation positive et 
( ?) représente des effets putatifs. 
 
Le processus d’apoptose peut être médié suivant deux voies de signalisation. La première est 
induite par un stimulus passant par des récepteurs de mort cellulaire tel que le récepteur au 
Tumor Necrosis Factor alpha, TNFα, etc. (pour revue Song and Steller, 1999). La seconde 
touche directement le métabolisme cellulaire et plus précisément le métabolisme 
mitochondrial avec la libération de cytochrome c par la mitochondrie (Bossy-Wetzel and 
Green 1999; Chen et al. 2000) et l’activation des caspases (Chang and Yang, 2000). On note 
cependant une convergence des deux voies vers une perturbation du métabolisme 
mitochondrial. En effet, de multiples facteurs sont capables d'induire l’apoptose, mais tous 
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aboutissent à une voie commune passant par la mitochondrie, la protéine Bcl-2 et les 
caspases. 
Au niveau de la mitochondrie, l’ouverture des mégapores est stimulée sous l’effet de la 
disparition de l’effet protecteur de Bcl-2. Les protéines de la famille  Bcl-2, (Bcl-2, Bax, Bad, 
etc) ont un effet régulateur permettant la fermeture ou l’ouverture de ces pores, et la libération 
des substances (cytochrome C notamment) qui activent des enzymes à activité cystéine 
protéase4, les caspases.  
De nombreuses protéases, comme les polymérases, la topo-isomérase I ou la protéine kinase 
dépendante de l’ADN sont elles-mêmes modifiées par les caspases. Certaines modifications 
aboutissent à l’activation d’enzymes effectrices de l’apoptose et notamment des 
endonucléases qui agissent sur des sites exposés entre les nucléosomes. 
Une régulation négative existe aussi pour ce processus de mort programmée. Parmi les 
régulateurs négatifs, on rencontre la très grande famille des HSP qui intervient quasiment à 
tous les niveaux de la signalisation apoptotique en inhibant ou en favorisant les chaînes de 
réaction (Figure 11) (Garrido et al. 2001). On notera parmi les Hsp anti-apoptotiques, les 
Hsp27 de la famille des petites Hsp et les Hsp70 qui interviennent dans les deux voies, 
intrinsèque et extrinsèque, de l'apoptose. 
 
L’apoptose est un phénomène courant dans la peau. En effet, lors de la différenciation 
cellulaire des kératinocytes en cornéocytes, un processus apoptotique intervient, transformant 
les kératinocytes en cellules anuclées pourvues uniquement de kératines et destinées à la 
desquamation (Schroeder and Amstad-Jossi 1984; McCall and Cohen 1991; Nguyen et al. 
2001). De plus, comme nous l'avons déjà évoqué, de fortes expositions aux ultraviolets 
induisent l'apoptose des kératinocytes appelés alors « sunburn cells » (Sheehan and Young 
2002). 
 
Au niveau du système nerveux central, l’apoptose est un processus courant pendant le 
développement (Raff et al. 1993; Kretzschmar and Pflugfelder 2002). En effet, chez les 
vertébrés, il y a une sur-production de cellules neuronales dans les phases précoces de 
développement et le nombre approprié de cellules est établi grâce à la mort cellulaire 
programmée (Oppenheim 1989; Raff et al. 1993). La survie des neurones requiert des facteurs 
(mais ce n’est pas une condition irrévocable) tels que le NGF pour Nerve Growth Factor, le 
                                                 
4 Les protéines de type cystéine-protéases clivent les protéines spécifiquement au niveau d’un aspartate; on les 
appelle CASPASES (de l'anglais cysteinyl-aspartate-cleaving proteases). 
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CNTF pour Ciliary Neurotrophic Factor, qui sont en partie, produits par les cellules gliales 
(Travis 1994; Lindsay 1995). Les cellules gliales elles-mêmes, afin d’échapper à l’apoptose, 
ont besoin de facteurs produits par les autres types cellulaires (Barres et al. 1993). Il a été 
proposé que les oligodendrocytes du nerf optique du rat dépendaient des signaux provenant de 
son contact axonal et qu'ils mourraient en l'absence ou en cas de défaillance de ce contact 
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• Partie 5 : La téléphonie mobile et la santé 
 
Le réseau de communication de téléphonie mobile 
 
Un peu d’histoire… 
 
 
 l’origine de la première tentative de transmission de la voix à distance, on trouve 
un moine de l’abbaye de Cîteaux, Dom Gauthey, qui vivait sous le règne de Louis 
XVI. Il proposa à l’Académie des sciences un système rapide pour converser à 
distance, au moyen d’un simple tube qui empêchait la dispersion des ondes sonores. 
L’expérience, contrôlée par le roi lui-même, sur une longueur de 780 m, se révéla concluante, 
mais les fonds furent refusés pour la tenter sur une plus grande distance. 
 
L’évolution de la communication vocale à distance se poursuivit au XIXe siècle. On 
trouve l’Italien Guglielmo Marconi (1874-1937) qui entreprend, dès 1894, des essais à partir 
des expériences de Hertz et de Branly. En perfectionnant l’émetteur à étincelles et le récepteur 
correspondant, une grande antenne verticale tenue par un cerf-volant, il parvient à augmenter 
la portée. Empruntant au télégraphe de Morse l’interrupteur qu’il adapte à l’émetteur et 
l’imprimante qu’il adapte au récepteur, il réussit en 1895 à télégraphier sans fil sur une 
distance de près de 2,5 km. Peu pris au sérieux par le gouvernement italien auquel il propose 
son invention, il part s’établir à Londres, en 1896. Il dépose cette année-là son premier brevet. 
En 1897, il crée la Wireless Telegraph and Signal Company pour exploiter ses inventions. 
Avant cela, jusqu’en 1898, Marconi ne cesse d’améliorer son invention avec en parallèle la 
percée de Branly et de Ducretet avec la première transmission de T.S.F. sur 4 kilomètres entre 
la tour Eiffel et le Panthéon. 
En 1899, Marconi et Branly réussissent la première transmission sans fil à travers la Manche, 
entre Douvres et Wimereux. Cette même année, Marconi présente son invention aux États-
Unis où il équipe deux bateaux chargés de suivre les régates de la coupe de l’America. En 
1901, jouant d’audace, il parvient à établir une liaison entre Poldhu (Cornouailles) et Terre-
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Le XXe siècle a vu le passage du téléphone fixe actionné par une magnéto à 
l’apparition du téléphone mobile. Cependant, une telle évolution rapide a suscité des 
inquiétudes, du fait du manque de connaissances de la population sur le fonctionnement de 
tels appareils mobiles, de la proximité du terminal avec la tête et de l’apparition dans le 
paysage d’antennes relais (les stations de base). 
Aussi, le développement des télécommunications a été suivi par celui de la recherche sur les 
effets des champs électromagnétiques radiofréquences sur les systèmes biologiques. Les 
premiers travaux avaient, de fait, débuté après la deuxième guerre mondiale, à cause du 
développement des radars. Depuis, l’activité de recherche a été relancée aux Etats-Unis, puis 
dans le monde entier, à partir d’une procédure judiciaire engagée en 1993 par un citoyen 
accusant le téléphone mobile d’être responsable du cancer du cerveau dont sa femme était 
décédée. La recherche a donc particulièrement porté sur ce type de pathologie et a tenté 
d’explorer les mécanismes biologiques qui pourraient relier l’exposition des tissus humains à 
ces champs, au développement des processus de cancérogenèse. 
 
Le réseau de communication 
 
Depuis une douzaine d’années, nous pouvons communiquer hors de nos domiciles et des 
cabines téléphoniques, grâce aux téléphones mobiles. Les premiers modèles étaient destinés à 
la clientèle d’affaires (radiotéléphones d’automobiles) mais depuis, les modèles sont devenus 
portables. Il y a actuellement plus d’un milliard et demi de téléphones mobiles en usage dans 
le monde. Ces téléphones sont également dits « cellulaires » car leur utilisation se fait dans 
des cellules géographiques (Figure 12) au milieu desquelles se trouvent les émetteurs 
/récepteurs que sont les stations de base. 
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Figure 12 : Réseau cellulaire de téléphonie mobile. Source : www.swisscom-mobile.com 
 
 
En Europe, les téléphones de type GSM (Global System for Mobile Communication), 
fonctionnent à deux fréquences centrées sur 900 et 1800 MHz. Les progrès en termes de types 
de signaux font que dorénavant d’autres signaux sont couramment utilisés : l’UMTS 
(Universal Mobile Telecommunications System) et le signal EDGE (Enhanced Data rates for 
GSM Evolution). Dans notre étude, nous avons travaillé avec les signaux GSM-900, GSM-
1800 et UMTS. 
 
La station de base (ou antenne relais) 
 
Les stations de base sont des émetteurs-récepteurs dont le rôle dans les communications 
mobiles est indispensable, puisqu’elles servent à acheminer les appels du et vers le réseau 
auquel elles sont connectées dans la zone de couverture. 
Vue de loin, une antenne de station de base se présente sous la forme d’un rectangle allongé 
en plastique, d’une hauteur variant typiquement entre 1,5 m et 3 m, à l’intérieur duquel se 
trouvent les éléments rayonnants. La forme allongée ainsi que les dimensions des antennes 
leur confèrent des propriétés de directivité (tilt de 6° environ vers le bas et latéralement 
couramment de 120°). 
L’antenne est montée sur un pylône et orientée pour que le faisceau passe au-dessus des toits. 
Dans la direction du maximum de rayonnement, la puissance s’atténue de façon inversement 
proportionnelle au carré de la distance. À titre d’exemple, on peut citer le cas de la 
modélisation d’une antenne macrocellulaire à 900 MHz, rayonnant une puissance de 30 W 
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environ. Pour des antennes de ce type, d’une hauteur typique de 1,8 m, la distance au-delà de 
laquelle on peut considérer que le champ décroît de façon inversement proportionnelle à la 
distance est typiquement de l’ordre de 6 et 12 m, à 900 et 1800 MHz, respectivement. La 
connaissance de la puissance et du gain d’une antenne permet de calculer très simplement le 
niveau d’exposition en vue directe de l’antenne, qui peut ainsi être comparé aux niveaux de 
référence réglementaires. Le niveau de puissance correspondant à la limite d’exposition pour 
le public (4,5 W/m2 à 900 MHz) est atteint à un mètre environ en face de l’antenne. 
 
Le téléphone mobile 
 
Pour les téléphones mobiles, comme pour toutes les RF, c’est le Débit d’Absorption 
Spécifique (DAS) qui est utilisé pour quantifier le niveau d’exposition de l’usager, exposition 
locale puisque seule une partie de la tête est exposée. Le DAS représente l’énergie  absorbée 
par unité de temps et de masse de tissus (W/kg). C’est la recommandation européenne de 
juillet 1999 qui a servi de référence pour le décret français de mai 2002 stipulant que la valeur 
maximale du DAS intégré dans 10 g de tissus ne doit pas excéder 2 W/kg dans le cas 
d’expositions locales du public aux RF. 
La valeur du DAS pour un mobile donné dépend en grande partie de son antenne qui est elle-
même fortement couplée au corps du téléphone mobile, parfois même y est intégrée, mais 
également de la main et de la tête de l’usager. En fait, le téléphone mobile, la main et la tête 
constituent une antenne complexe équivalente dont les propriétés sont très sensiblement 
différentes de celles du mobile isolé. 
Actuellement, le DAS des téléphones mobiles du commerce s’échelonne typiquement entre 
0,15 et 1,5  W/kg (moyenne de 0,7 W/kg). Des prélèvements périodiques sur les chaînes de 
fabrication permettent de contrôler que cette valeur est bien respectée d’un téléphone mobile à 
l’autre pour un modèle donné. 
 
Notion de Débit d’Absorption Spécifique (DAS) 
 
Des valeurs limites d’exposition des personnes aux champs électromagnétiques ont été 
proposées par l’ICNIRP (Commission Internationale de Protection Contre les Rayonnements 
Non Ionisants, www.icnirp.de) en 1998. L’ICNIRP est la commission scientifique 
internationale compétente dans le domaine des rayonnements non-ionisants reconnue par 
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l’Organisation Mondiale de la Santé. Ces valeurs limites ont été établies sur la base des effets 
biologiques considérés avec les seuils les plus bas chez l’animal de laboratoire et d’une 
analyse globale des connaissances scientifiques disponibles. 
L’effet biologique observé chez l’animal au plus faible niveau d’exposition est un effet 
thermique se traduisant par une altération du comportement. De tels effets surviennent lorsque 
la puissance absorbée par le corps, qui se mesure par le débit d’absorption spécifique (DAS), 
dépasse la valeur de 4 W/kg.  
Afin de tenir compte des éventuelles incertitudes et de disposer d’une marge de sécurité, un 
coefficient d’abattement de 50 est appliqué pour définir les valeurs limites d’exposition du 
public, soit 0,08 W/kg. Certaines parties du corps pouvant absorber localement des puissances 
pouvant être jusqu’à 25 fois supérieures, un DAS local a été établi. Celui-ci ne doit pas 
dépasser 2 W/kg pour la tête et le tronc et 4 W/kg pour les membres. Ces valeurs sont des 
restrictions de base qui ne doivent pas être dépassées. Cependant, le DAS est une grandeur 
physique qui n’est pas facilement mesurable. Des valeurs de champ électrique et magnétique, 
fonction de la fréquence et facilement mesurables, ont été établies. Ces valeurs sont 
dénommées « niveaux de référence ». Le respect des niveaux de référence garantit le respect 
des restrictions de base. Cependant, leur calcul étant basé sur des conditions de pire cas, le 
non-respect des niveaux de référence n’implique pas un dépassement des restrictions de base. 
Ceci introduit donc un facteur de sécurité supplémentaire. 
 
Ces valeurs limites d'exposition ont été reprises dans la recommandation du Conseil de 
l'Union Européenne 1999/519/ CE du 12 juillet 1999 relative à l'exposition du public aux 
champs électromagnétiques et par la France dans le décret du 3 mai 2002. Les valeurs limites 
d’exposition professionnelle ont été établies sur les mêmes données, avec un facteur 
d’abattement moindre (10 à la place de 50) par la directive 2004/40/CE.  
 
Ces propositions de l’ICNIRP, sur lesquelles est basée la réglementation européenne, sont 




Pour la téléphonie mobile, trois techniques sont envisageables pour faire passer 
plusieurs canaux sur la même fréquence porteuse : le multiplexage temporel (AMRT ou 
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TDMA pour "Time Division Multiple Access"), le multiplexage de fréquence (AMRF ou 
FDMA) et le multiplexage par code (AMRC ou CDMA pour "Code Division Multiple 
Access"). 
La norme GSM recourt à l'AMRT et la norme UMTS recourt à l'AMRC. 
 
Le GSM 
Deux types de réseaux sont développés en Europe  
• Le GSM 900, qui utilise la bande 890-915 MHz pour l'envoi des données et la bande 
935-960 MHz pour la réception des informations. 
• Le GSM 1800, qui utilise la bande 1710-1785 MHz pour l‘émission et la bande 1805-
1880 MHz pour la réception. 
Les appareils qui fonctionnent en 900 et 1800 sont appelés GSM dual band ou simplement 
dual band. Il s‘agit de la majorité des téléphones vendus en France. Le GSM 1800 est 
également appelé DCS 1800 (Digital Communication Systems). 
Le GSM utilise deux bandes de fréquences, l'une pour la voie montante, l'autre pour la voie 
descendante. Chaque porteuse comporte huit "time-slots" (TS). Ils durent 577 µs. Le débit 
utile est de 9,6 kbit/s. 
Le signal UMTS 
L'UMTS, "Universal Mobile Telecommunications System", est parfois aussi appelé 
3G. L'UMTS repose sur la technique d'accès multiple W-CDMA, "Wideband Code Division 
Multiple Access" ou encore d’accès multiple à large spectre par répartition en code ou 
AMRC, qui est un système de codage utilisé en téléphonie mobile, particulièrement aux États-
Unis. Les fréquences allouées pour l'UMTS sont de 1885-2025 MHz et 2110-2200 MHz. 
L'UMTS permet théoriquement des débits de transfert de 1,92 Mbit/s, mais en pratique 
les débits offerts par les opérateurs dépassent rarement 384 kbit/s. Néanmoins, cette vitesse 
est nettement supérieure au débit de base GSM. 
Grâce à sa vitesse accrue de la transmission des données, l'UMTS ouvre la porte à des 
applications et services nouveaux. L'UMTS permet en particulier de transférer, dans des 
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temps relativement courts, des contenus multimédia tels que des images, du son et de la vidéo. 
Il permet, entre autres, la vidéotéléphonie. 
 
Les radiofréquences et la santé : état des lieux au début du 
projet. 
 
Des avancées technologiques telles que la téléphonie mobile ne se font pas sans 
générer une crainte exprimée par le public. Pour s’assurer que les normes de sécurité sanitaire 
sont adéquates pour ce type de signaux radiofréquences (RF), des groupes de recherche se 
sont lancés dans la recherche d’éventuels effets non-thermiques induits par ces champs 
électromagnétiques. 
 
Etudes in vitro et in vivo sur la peau 
 
Lors d’une communication téléphonique, le premier organe qui absorbe les ondes RF 
est la peau. En effet, elle est en contact avec l’appareil. Ceci pourrait susciter des réactions 
physiologiques de défense au niveau de la peau et en particulier de l’épiderme, première 
barrière de protection du corps humain aux agressions environnementales.  
Les études menées par Bernardi et al. (2001) ont apporté des données sur l’élévation 
de température au niveau de la peau au cours d'une conversation avec un téléphone portable. 
Ils ont montré, sur un modèle de tête humaine, que la simulation d’une communication avec 
un téléphone cellulaire entraîne une augmentation de température due aux ondes qui est 
maximale au niveau de l’oreille (+0,9°C) et décroît avec la profondeur (+0,01°C en périphérie 
du cerveau). Cette augmentation s’ajoute à celle résultant du contact de la peau avec le 
téléphone, qui est lui-même échauffé par sa batterie et la main de l’utilisateur. Cet 
échauffement minime ne peut donc pas provoquer d’effets thermiques. Lors d’une étude en 
laboratoire, Straume et al. (2005) ont observé, sur des volontaires, que l’utilisation d’un GSM 
900 à 2 W/kg induisait une augmentation de température de 1,85°C au niveau de l’oreille,  
avec une décroissance rapide en fonction de la distance au téléphone (+0,65°C autour de 
l’oreille). Le fait d’appliquer simplement un téléphone éteint sur l’oreille induit une élévation 
de 1°C, ce qui est expliqué par le fait que les échanges entre la peau et l’air ne se font plus 
(Pina et al. 2000). Une élévation locale de température de l’ordre du degré Celsius dans la 
peau ne peut pas générer un effet de type hyperthermique. On peut cependant 
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raisonnablement émettre l’hypothèse que cette légère élévation peut être perçue comme un 
stress qui perturberait les cellules de la peau exposées aux radiofréquences.  
Seuls quelques articles ont traité des effets des ondes millimétriques (Szabo et al. 
2001) ou des micro-ondes sur les récepteurs cutanés, sur la sensibilité de la peau humaine, ou 
sur la perception cutanée (Adair et al. 1999 ; Adair et al. 2003) mais ceci sans rapport avec les 
radiotéléphones. Pacini et al. (2002) sont les seuls à avoir étudié l’effet du GSM-900 sur des 
cellules dermiques, des fibroblastes, et ont constaté des changements morphologiques ainsi 
que des changements d’expression génique après exposition d’une heure au DAS de 0,6 
W/kg. 
Il est donc évident que les connaissances sur les effets des RF de la téléphonie mobile 
sur la peau sont largement insuffisantes pour une évaluation correcte du risque. 
 
Etudes in vitro et in vivo sur le SNC 
 
Les recherches sur les effets des RF de la téléphonie mobile ont en revanche largement 
porté sur le cerveau et les organes proches comme l’oreille interne. 
Les études sur le cerveau sont nombreuses, mais certaines sont contradictoires, en 
particulier celles qui portent sur la perméabilité de la barrière entre le sang et le cerveau 
appelée barrière hémato-encéphalique (BHE). La BHE est notamment constituée d’un 
endothélium très serré qui n’autorise le passage que de certaines molécules. Toute altération 
de la BHE peut donc entraîner des désordres au niveau des tissus cérébraux. 
Fritze et al. (1997a) ont montré que chez des rats vigiles exposés durant 4 heures au 
signal GSM-900, la BHE n’était pas altérée à un DAS inférieur à 7,5 W/kg. Une étude 
similaire ne montre aucune altération de la BHE de souris exposées à un DAS de 4 W/kg 
pendant 1 heure (Finnie et al. 2001). Finnie et al. (2002) se sont ensuite intéressés à une 
exposition chronique au GSM-900,  et concluent à un effet négligeable sur la BHE des souris 
exposées. 
À l’inverse, Salford et al. ont rapporté qu’une exposition de 2 heures à un signal à 915 
MHz, avec un DAS variant de 0,016 à 5 W/kg, entraîne une ouverture de la BHE dans près de 
la moitié des rats exposés anesthésiés (Salford et al. 1994). Une expérimentation concluant 
dans le même sens a été réalisée (mais non publiée à ce jour) par l’équipe de P. Aubineau à 
Bordeaux (Rapport 2002 du Sénat N° 52) dans le cadre du programme COMOBIO 
(Communications MObiles et BIOlogie, Réseau National de Recherche en 
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Télécommunications). En effet, après exposition de la tête de rats vigiles à un signal GSM-
900, à un niveau de DAS de 3 W/kg moyenné sur le cerveau, une perméabilisation des 
vaisseaux sanguins dans la dure-mère et le cerveau était observée. 
Cette contradiction dans les résultats des expérimentations ne concerne pas seulement 
les structures cérébrales, mais aussi l’expression de protéines les HSPs. L’effet d’un stress 
thermique sur l’expression des HSPs est bien caractérisé. Or, l’absorption de radiofréquences 
de forte puissance peut provoquer une élévation de température. Cependant, c’est un effet à 
faible niveau (non-thermique) qui a été récemment décrit, dans différents modèles, sur 
l’expression de cette famille de protéines. 
En 1997, Fritze et al. montraient une induction précoce et transitoire de l’ARN 
messager hsp70 dans le cerveau de rats exposés localement pendant 4 heures, à un signal 
continu de fréquence 900 MHz et avec un DAS de 7,5 W/kg (Fritze et al. 1997b). 
L’expression d’Hsp70 retournait à son niveau de base 24 heures après la fin de l’exposition. 
La tête des animaux étant principalement exposée (exposition locale), aucune hyperthermie 
n’était attendue à ce niveau de DAS. Cependant, les auteurs n'ont pas cherché à déterminer si 
la variation en quantité d'ARN hsp70 était corrélée à une production accrue de la protéine 
Hsp70. De plus, dans les mêmes conditions, un signal GSM-900 à 0,3 et 1,5 W/kg ne 
perturbait aucunement le niveau d’hsp70. Enfin,  aucune modification des ARN codant pour 
des gènes de réponse précoce (jun, fos, etc), codant pour GFAP et codant pour Krox20 et 




Des travaux sur des modèles autres que cutanés ou nerveux ont suggéré que les RF de 
la téléphonie mobile pouvaient être un agent de stress. 
Ainsi, des études ont montré une variation d’expression du gène Hsp16 chez le vers 
nématode Caenorhabditis elegans exposé à un signal à 750 MHz (de Pomerai et al. 2000). On 
peut également citer l'étude utilisant des cellules endothéliales d’origine humaine Ea-hy926  
surexprimant Hsp27 sous exposition à un signal GSM-900 (Leszczynski et al. 2002).  
 
Il semblerait donc que des cellules d’origines diverses et certains organismes simples 
pourraient percevoir les RF, même à faible niveau, comme un stress. Les données actuelles 
suggèrent que cette réponse cellulaire est précoce et transitoire. En revanche, aucun élément 
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ne permet aujourd'hui de prévoir des conséquences physiopathologiques correspondantes. Des 
études à long terme pourraient apporter des réponses à ces questions en précisant si ces 
réactions sont assimilables à une réponse de défense ou une adaptation cellulaire efficace au 
stress, représenté ici par les radiofréquences. 
 
Dans le cadre de nos études sur les effets biologiques des signaux de la téléphonie 
mobile, nous avons utilisé deux types de modèles : la peau5 et le système nerveux central, par 
l’utilisation de modèles cellulaires et animaux permettant d'approcher au mieux la réalité de 
l'exposition aux RF.  
Des modèles de peau in vitro et in vivo ont donc été utilisés, avec, pour les premiers, 
des cultures primaires monocouches de kératinocytes et fibroblastes humains, des épidermes 
reconstruits avec des kératinocytes primaires humains, et pour les seconds, des rats Hairless 
(souche sans poils). 
Pour le système nerveux central, les modèles d'étude choisis  sont des cultures de 
lignées humaines de neuroblastome SH-SY5Y et de microglie CHME-5 in vitro, et des rats 
Sprague-Dawley in vivo. 
 
Notre stratégie d’étude repose sur des expositions uniques ou chroniques et sur l'étude du 
stress cellulaire induit. Les réponses cellulaires au stress ont été mesurées consécutivement 
aux expositions par la recherche de l’induction de protéines de choc thermique, de cassures à 
l’ADN, d’inflammation et de l’apoptose.  
 
                                                 
5 études recommandées déjà dans le rapport de la DG XIII (McKinlay, 1996) qui figure dans les 
recommandations de recherche récentes de l’OMS, Organisation Mondiale de la Santé 
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Chapitre 2 : Conditions expérimentales d’exposition et 
interprétation des résultats  
 
tudier les effets biologiques des signaux de téléphonie mobile implique de connaître 
parfaitement les conditions d’exposition. Dans le cadre de cette thèse rédigée sur 
articles, la majorité des matériels et méthodes utilisés est détaillée dans les articles. 
Cependant, peu de détails sont attribués à l’explication les systèmes d’exposition. Or, dans le 
cadre de ce projet, différents modèles ont été étudiés in vitro et in vivo, et il était par 
conséquent nécessaire de construire des systèmes d’exposition adaptés aux conditions 
optimales de culture pour les cellules et permettant une exposition chez l'animal similaire à 
celle vécue par un être humain au cours d'une conversation téléphonique. Utiliser directement 
un téléphone mobile sur les animaux ou sur les boîtes de culture cellulaire s’avérait donc 
incohérent avec ces objectifs. 
La construction d’un système d’exposition suit donc un cahier des charges non standardisé à 
ce jour (il existe encore des travaux réalisés avec du matériel d’exposition non caractérisé et 
non adapté) qui ne sera pas détaillé ici d’un point de vue physique, mais suffisamment pour 
saisir la complexité que représente la réalisation des expériences en bio-électromagnétisme. 
 
• Partie 1 : Systèmes d’exposition et conditions  
d’expérimentation 
Les expérimentations in vitro 
 
Le système d’exposition pour le signal GSM-900. 
 
Le signal GSM-900 issu de la téléphonie mobile a été reproduit, pour les expositions in vitro, 
à l’aide d’une antenne dite fil-plaque, développée à l’IRCOM6 (Laval L. et al, 2000) et reliée 
à un générateur de signal à 900 MHz (9 kHz – 2.2 GHz SML, Rohde & Schwarz, München, 
Allemagne) et couplé à un amplificateur (modèle 15100B, 500-1000MHz, EATON Corp., 
Moon Township, Pennsylvanie, USA). 
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Ce système consiste en l’assemblage de deux plateaux (Figure 13) au centre desquels est 
placée une antenne coaxiale permettant un rayonnement à symétrie de révolution du signal à 
900 MHz (Figure 14). 
 
Figure 13 : Structure de l’antenne fil-plaque à 900 MHz,  d’après Laval (Laval et al, 2000). 
 
 
Figure 14 : Diffusion du champ électrique au sein de l’antenne fil-plaque. Au centre est 
positionnée l’antenne, représentée par la zone la plus élevée en champ ; aux quatre coins sont 
placés les pieds qui permettent la superposition des deux plateaux de la structure. D’après 
Laval (Laval et al, 2000). 
 
Cette structure particulière permet de positionner deux niveaux de boîtes de culture pour ainsi 
exposer un total de huit boîtes de Pétri de 60 mm de diamètre (Figure 15). 
Réaliser un système d’exposition pour étudier uniquement les effets des radiofréquences 
seules, c'est-à-dire sans la présence d’échauffement, a amené à repenser le support de culture 
des échantillons cellulaires. En effet, cultiver les cellules en boîtes de Pétri entraîne la 
formation, par le milieu de culture, d’un ménisque aux bords de la boîte. La conséquence en 
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est que les niveaux énergétiques mesurés dans une boîte de culture sont élevés et hétérogènes 
(Figure 16-A).  
 
Figure 15 : Positionnement des boîtes de culture cellulaire à l’intérieur de l’antenne fil-plaque, 
d’après Laval (Laval et al, 2000). 
 
 
Figure 16 : Distribution du SAR (Specific Absorption Rate) ou DAS pour 1W incident dans une 
boîte de Pétri contenant 3,2 ml de milieu de culture. A : boîte de 60 mm de diamètre seule et B : 
boîte de 35 mm placée à l’intérieur d’une boite de 60 mm de diamètre. Il est important de noter 
la différence d’échelle des deux cas. D’après Laval (Laval et al, 2000).  
 
Pour remédier à cette hétérogénéité d’absorption, un anneau de garde a été ajouté en plaçant 
une boîte de Pétri de 35 mm de diamètre dans une boîte de Pétri de 60 mm de diamètre 
contenant 5 ml d’eau distillée. Cet anneau d’eau a permis d'obtenir une homogénéité 
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Ce système d’exposition seul ne suffisant pas pour une exposition optimale des échantillons 
cellulaires, il a été placé dans un incubateur à CO2, régulé à 5% de CO2, en température et 
saturé en humidité. Afin d’éviter une éventuelle perturbation, par les ondes RF, des systèmes 
de régulation de l’incubateur (compatibilité électromagnétique), un anneau de mousse 
absorbante d’ondes est placé tout autour de l’antenne fil-plaque (Figure 17). Ce dernier 
protège les échantillons d’une éventuelle sur-exposition (due à la réverbération des ondes sur 
les parois en inox de l’incubateur), mais permet toujours le passage de l’air afin de conserver 
des conditions de culture optimales. 
 
Figure 17 : Antenne fil-plaque placée au centre d’un incubateur à CO2 et entourée d’un anneau 
absorbant (bleu) isolant les composants électroniques de l'incubateur des problèmes de 
compatibilité électromagnétique et les échantillons cellulaires d’une sur-exposition aux 
radiofréquences. Source : Photographie personnelle. 
 
Le paramètre de température est également important. En effet, dans un milieu confiné et 
d'inertie thermique importante comme celui d'un incubateur de culture, les RF vont échauffer 
les milieux de culture. Ainsi, lors de la mise en marche de l’antenne, un échauffement de 
l’atmosphère dans l’enceinte a été mesuré, de l’ordre de 0,7°C pour un DAS de 2 W/kg. Pour 
y remédier, un réglage de la consigne de l’incubateur a été nécessaire et fixé à 36,3°C pour 
une condition optimale de culture à 37°C sous exposition RF. Malgré un certain nombre 
d'inconvénients (voir plus bas), cette solution a été préférée à un refroidissement par 
circulation d'eau qui aurait provoqué des différences de température locale au sein du milieu 
de culture. 
Enfin, pour toute expérimentation, il est nécessaire de comparer la condition d'exposition que 
l’on teste avec une condition de référence, dite sham, pour laquelle l'échantillon est placé dans 
les mêmes contraintes d'exposition mais en l'absence d'exposition RF. Pour ce système 
d’exposition, il n’était pas possible de réaliser les deux conditions (exposition GSM-900 et 
exposition sham) dans le même incubateur en raison du choix de thermostatation. Par 
conséquent, un deuxième incubateur identique au premier a été mis à disposition pour les 
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expositions sham, contenant une antenne fil-plaque non alimentée et entourée d’un anneau 
absorbant. 
 
Protocole expérimental à 900 MHz 
 
Le DAS expérimenté avec le signal GSM 900 est de 2 W/kg. Il représente la valeur limite 
supérieure d’exposition locale autorisée par les autorités (décret 2002-775). Nous nous 
plaçons donc dans une situation de pire cas. 
Les cultures cellulaires sont placées dans les deux incubateurs (GSM-900 et Sham) et y sont 
maintenues pendant 3 heures avant l’exposition pour obtenir une température stable des 
cultures. Après une durée d’exposition de 48 heures, les échantillons cellulaires sont 
récupérés et codés par une tierce personne, puis traités en vue des différents paramètres 
étudiés. 
Le système d’exposition pour le signal GSM-1800. 
 
Pour étudier le signal à 1800 MHz, les contraintes de réalisation du système d’exposition 
étaient similaires à celles déjà évoquées, à savoir principalement: 
• Des conditions optimales de culture cellulaire 
• Un maximum d’échantillons à tester 
• Un contrôle de la température 
• Une exposition homogène des cultures cellulaires 
• Un système non perturbateur pour un incubateur à CO2 
• La possibilité de travailler en aveugle, etc. 
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Figure 18 : Guides d’ondes du système d’exposition sXc1800. Chaque guide d’ondes est muni 
d’un chariot sur lequel sont disposées six boîtes de Pétri de 35 mm de diamètre, et d’une porte 
entièrement mobile et imperméable aux ondes. Sur chaque guide est disposé un ventilateur en 
extérieur communiquant avec l’intérieur du guide pour aérer les cultures cellulaires afin de 
maintenir des conditions optimales de culture. Schéma d’après Handbook de IT’IS (Chapter 6 
“In vitro setup for 1800 MHz”, disponible par le lien http://www.itis.ethz.ch/index/index_sxc1800.html) 
 
Le système d’exposition fut réalisé par IT’IS (IT’IS, Zurich, Suisse). Il est constitué de deux 
guides d’ondes jumeaux aérés par un système de ventilation propre (Figure 18) et pouvant 
contenir chacun six boîtes de Pétri de 35 mm de diamètre. Le système entier (exposition 
GSM-1800 et exposition sham) est contenu dans un même incubateur à CO2 sans nécessité de 
mousse absorbante. Le contrôle de la température est réalisé par un ventilateur. 
 
 
Figure 19 : Schéma du protocole d’exposition du sXc 1800, d’après HandBook de IT’IS.  H : 
champ H, T : température, Ifan : courant conducteur du ventilateur, DL : carnet de données, 
PC : ordinateur, switch : interrupteur, Waveguide : guide d’ondes. D’après Handbook de IT’IS. 
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Les deux guides d’ondes sont reliés à un générateur (9 kHz – 2.2 GHz SML, Rohde & 
Schwarz, München, Allemagne) couplé à un amplificateur (1800 MHz, 5W, LS Elektronik 
AB, Spanga, Suède) avec, en intermédiaire, une commande d’interrupteur guidée par un 
générateur de fonction aléatoire (33120A, Agilent, Palo Alto, CA, USA) relié au logiciel sXc 
1800 (Figure 19). La présence de cet interrupteur  permet de déterminer aléatoirement un 
guide d’ondes GSM-1800 actif et un guide d'ondes inactif (Sham). Il est alors possible de 
travailler en condition aveugle par un codage des données sous un format informatique. Ce 
n'est qu'une fois les données analysées que la fondation IT’IS décode les expositions.  
 
Figure 20 : Distribution du DAS (a) et de la température (b) dans une culture en monocouche 
dans une boîte de Pétri de 35 mm de diamètre, pour 1W incident. D’après Handbook de IT’IS. 
 
La dosimétrie (Figure 20) réalisée sur ce système de guide d’ondes a montré une absorption 
énergétique homogène au niveau de la monocouche de cellules disposées en fond de boîte de 
Pétri, ainsi qu’une variation négligeable de température maximum de 0,02°C (à la puissance 
incidente de 1W). 
 
Protocole expérimental à 1800 MHz 
 
 
Le DAS expérimenté avec le signal GSM 1800 est de 2 W/kg. Tout comme pour le signal 
GSM-900, cette valeur correspondant à la limite autorisée pour l'exposition locale pour le 
public, nous nous plaçons en situation de pire cas. 
Les cultures cellulaires sont placées dans les guides d’ondes installés dans l’incubateur et y 
sont maintenues pendant 3 heures avant l’exposition pour obtenir une température stable des 
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cultures. Les durées d’exposition testées varient entre 1 heure et 48 heures et les expositions 
ont été soit continues dans le temps, soit en intermittence 5 minutes ON et 10 minutes OFF. 
Les échantillons cellulaires codés sont récupérés en fin d’exposition puis traités en vue des 
différents paramètres étudiés. 
 
Conditions d’exposition aux rayonnements UVB 
 
Les expositions aux rayons UVB ont été réalisées à l’aide d’un « irradiateur » BioLink 
312 nm (Fisher Bioblock, Illkirch, France). Les doses utilisées pour induire les divers 
processus cellulaires ont été les suivantes : 200, 300 et 600 mJ/cm² (la dose érythémale7 
minimale étant de 33 mJ/cm²). Dans nos conditions, les cellules étaient exposées dans une 
boîte de Pétri de 35 mm de diamètre, fermée par un couvercle non scellé, remplie de 2 ml de 
PBS. L’irradiateur est conçu pour le séchage de gels en biologie moléculaire et ne permet pas 
de connaître la dose de rayonnement UVB reçue au niveau de la monocouche cellulaire. Il 
était donc important de réaliser des mesures à l’aide d’un radiomètre (Multi-Sense™ MS-100, 
Fisher Bioblock, Illkirch, France) dans les diverses conditions. Lors de l’exposition, les UVB 
atteignent la culture cellulaire après avoir traversé le couvercle et le PBS (Figure 21-A). La 
sonde de mesure étant placée sous la boîte de Pétri, la configuration la plus proche choisie 
pour les mesures est une boîte de Pétri sans couvercle contenant 2 ml de PBS (Figure 21-B). 















                                                 












Figure 21 : Configurations d’exposition aux UVB.  
A : en condition réelle d’exposition avec la culture cellulaire.  
B : en condition de mesure de la dose UVB avec un radiomètre 
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Les données mesurées et converties sont présentées dans le Tableau 2. Pour des 
raisons de reproductibilité, les doses indiquées dans les divers travaux correspondent aux 
doses de l’appareil et non à celles qui sont mesurées avec le radiomètre. 
 
Tableau 2 : Mesures des doses UVB au niveau de la monocouche cellulaire en fonction de la 






moyenne ± sem 
(mJ/cm²) 
600 336,6 ± 2,8 
300 170,7 ± 0,9 
200 117,0 ± 1,6 
Cellule 
radiomètre   + 
boite + PBS 
100 64,6 ± 1,4 
 
Les expérimentations in vivo 
 
Le système d’exposition in vivo sera identique pour les études sur la peau et le cerveau, une 
seule distinction se fera quant au positionnement de l’antenne sur l'animal (Figure 22). 
Le système d’exposition 
 
Le système d’exposition locale in vivo utilisé est constitué de l'antenne-boucle 
émettant les RF et d'un système de contention de l'animal permettant un contrôle adéquat de 
l'exposition. 
L'antenne-boucle est constituée d’une boucle en cuivre parcourue par un courant. Elle peut 
être positionnée pratiquement n’importe où sur le corps d’un animal, comme sur le flanc droit 
(études sur la peau) et au-dessus de la tête (études sur le cerveau). Ce système permet donc 
d’exposer des animaux de façon locale. 
 
Le système de contention en plexiglas, appelé « fusée », est un anneau de plexiglas 
amovible sur lequel est placée l’antenne. Cette fusée de contention est faite de manière à ce 
que l’animal puisse respirer normalement (trous d’aération le long de la fusée avec ouverture 
au niveau buccal) et de manière à ce qu’il ne puisse pas se retourner afin d’obtenir une 
exposition locale stable et donc une dosimétrie correcte. 
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Figure 22 : Système d’exposition locale de la peau in vivo. Il est constitué d’une fusée de 
contention en plexiglass troué pour maintenir une aération constante et d’un anneau extérieur 
maintenant l’antenne boucle émettrice du signal GSM. Source : Ph. Lévêque, IXLIM, Limoges, 
image non publiée 
 
Les animaux sont placés dans les fusées disposées dans une chambre anéchoïque. Cette 
dernière est constituée de parois recouvertes de matériau absorbant (blocs de mousse chargée 
de particules conductrices de carbone, de forme pyramidales). Elle contribue à minimiser 
voire annuler les réflexions sur les parois, et donc à éviter toute surexposition des animaux, 
ainsi que les éventuelles perturbations provenant de champs électromagnétiques environnants. 
 
Deux types d’exposition sont réalisés, comme pour les cellules : l’une dite réelle avec 
alimentation des antennes, l’autre dite factice ou sham avec des antennes non alimentées. Les 
deux conditions sont placées dans la même chambre anéchoïque sans qu’il n’y ait 
perturbation entre les deux conditions. En effet, l’antenne-boucle a été conçue pour imiter au 
mieux une exposition à un téléphone mobile en terme de répartition de l’énergie absorbée 
(rapport entre la taille du téléphone et celle de la tête). 
Dans le cas d’une exposition locale, le DAS maximal est obtenu à l’endroit placé devant 
l’antenne et le DAS correspondant considéré sur le corps entier est bien inférieur (si l’on 
compare avec une exposition corps entier, où le DAS est homogène sur le corps). 
Protocole expérimental à 900 et 1800 MHz 
 
Les signaux GSM sont réalisés grâce à une liaison de l’antenne à un générateur (RFS 1800-
64, RFPA, Artigues-Près-Bordeaux, France), relié à un amplificateur (RF power amplifier, RF 
1800-200, RFPA, Artigues-Près-Bordeaux, France), le tout placé hors de la chambre 
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anéchoïque pour ne pas perturber les antennes. Les effets de ces signaux GSM ont été étudiés 
sur la peau des rats. La distribution du DAS au niveau de la peau des animaux en fonction de 
la fréquence du signal GSM est donnée dans la Figure 23.  
 
Après une semaine d’habituation progressive des animaux au système de contention, les 
animaux codés sont soumis soit à une exposition unique de 2 heures (appelée aussi exposition 
aiguë), soit à une exposition chronique, à raison de 2 heures quotidiennement sur 5 jours et 













Figure 23 : Distribution du DAS sur la zone exposée du flanc de l’animal lors d’une exposition 
locale. A : signal GSM 900, B : signal GSM-1800. Source : Ph. Lévêque, IXLIM, Limoges, image 
non publiée 
 
Les niveaux de DAS étudiés (DAS locaux) sont 0, 2,5 et 5 W/kg. 
Les animaux sont sacrifiés immédiatement après la fin de l’exposition, dans le cas d’une 
exposition unique, ou 72 heures après dans le cas d’une exposition chronique. Sur chaque 
animal, un prélèvement cutané est réalisé sur le flanc exposé et sur le flanc opposé afin 
d’obtenir un contrôle interne. Les animaux étant codés, les prélèvements et les analyses 
consécutives sont réalisés en aveugle. 
 
Protocole expérimental au signal UMTS 
 
 
Le signal UMTS a été utilisé pour les études sur le cerveau. L'antenne-boucle est positionnée 
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Le générateur de signal UMTS (GUS 6960S, University of Wuppertal, Wuppertal, 
Allemagne) est couplé à un amplificateur (RF 14002600-10, RFPA, Artigues-Près-Bordeaux, 
France). Les deux appareils sont toujours placés en dehors de la chambre anéchoïque. 
 
 
Figure 24 : Système d’exposition locale du cerveau in vivo. Positionnement de l’antenne au-
dessus de la tête. D’après Lévêque (Lévêque et al. 2004) 
Les animaux sont codés puis exposés 2 heures au signal UMTS ou sham-exposés, après une 
semaine d’habituation progressive au système de contention. Les niveaux de DAS étudiés  
sont 0, 2 et 10 W/kg. Immédiatement après l’exposition, les animaux sont sacrifiés. Les 
animaux étant codés, l’extraction du cerveau est réalisée en aveugle ainsi que le test 
consécutif à cette extraction. 
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• Partie 2 : Interprétation des résultats : importance du 
choix du test statistique? (issu de www.cons-dev.org) 
 
L’utilisation des statistiques est primordiale pour aboutir à une bonne interprétation des 
résultats. Il n’est cependant pas évident de faire le bon choix de test statistique.  
On dispose actuellement de nombreux tests statistiques différents qui peuvent être utilisés 
pour arriver à une décision concernant une hypothèse. Le choix doit se faire sur des bases et 
des critères rationnels : 
• la façon dont l'échantillon a été réalisé,  
• la nature de la population de laquelle a été tiré l'échantillon et  
• la nature des mesures réalisées. 
Il est donc très important de considérer la nature des données (observations) que l'on va tester. 
D'elle dépend la nature des opérations possibles et donc des statistiques utilisables dans 
chaque situation. 
 
Les observations peuvent être soit quantitatives soit qualitatives. 
Quantitatives 
Les données quantitatives comprennent les dénombrements (ou comptages) et les mesures (ou 
mensurations) : 
• Dans le cas des dénombrements, la caractéristique étudiée est une variable discrète ou 
discontinue, ne pouvant prendre que des valeurs entières non négatives (nombre de 
fruits par rameau, nombre de pétales par fleurs, nombre de tête de bétail..). Il suffit de 
compter le nombre d'individus affectés par chacune des valeurs (fréquences) de la 
variable. 
• Dans le cas des mesures, la variable est de nature continue (hauteur, poids, surface, 
concentration, température..). Les valeurs possibles sont illimitées mais du fait des 
méthodes de mesures et du degré de précision de l'appareil de mesure, les données 
varient toujours de façon discontinue. 
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Les mensurations peuvent être réalisées dans deux échelles de mesure : l'échelle de rapport et 
l'échelle d'intervalle. Elles sont manipulables suivant les opérations de l’arithmétique: 
• L'échelle de rapport est caractérisée par l'existence d'un zéro absolu et de distances de 
taille connue entre deux valeurs quelconque de l'échelle. C'est le cas de la mesure de la 
masse ou du poids. En effet, les échelles de mesure des poids en pounds ou en 
grammes ont toutes deux un zéro absolu et le rapport entre deux poids quelconque 
d'une échelle est indépendant de l'unité de mesure (le rapport des poids de deux objets 
mesurés en pounds et celui de ces mêmes objets mesurés en grammes sont identiques). 
• Dans l'échelle d'intervalle, le point zéro et l'unité de mesure sont arbitraires mais les 
distances entre deux valeurs quelconques de l'échelle sont de taille connue. C'est le cas 
de la mesure de la température (échelle Fahrenheit ou Celsius).  
 
Ces deux échelles sont compatibles avec l'utilisation de tests paramétriques.  
Qualitatives 
 
Les données qualitatives peuvent être assimilées au cas des variables discontinues, en 
supposant que les différentes variantes du caractère qualitatif sont rangées dans un ordre 
correspondant par exemple à la suite des nombres entiers positifs (différentes couleurs, 
différents degrés d'infection...). 
 
Les données qualitatives peuvent être réalisées dans deux échelles de mesure : l’échelle 
ordinale et l'échelle nominale. Ces données ne sont pas manipulables par l'arithmétique : 
• Dans l'échelle ordinale (de rangement), il existe une certaine relation entre les objets 
du type plus grand que, supérieur à, plus difficile que, préférée à....                       
Exemple : Les nombres de candidats à un examen obtenant les degrés A, B, C. Le 
degré A est meilleur que le degré B, lui-même meilleur que le degré C. Une 
transformation ne changeant pas l'ordre des objets est admissible. La statistique la plus 
appropriée pour décrire la tendance centrale des données est la médiane. 
• Dans l'échelle nominale, les nombres ou symboles identifient les groupes auxquels 
divers objets appartiennent. C'est le cas des numéros d'immatriculation des voitures ou 
de sécurité sociale (chaînes de caractères). Le même nombre peut être donné aux 
différentes personnes habitant le même département ou de même sexe constituant des 
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sous-classes. Les symboles désignant les différentes sous-classes dans l'échelle 
nominale peuvent être modifiés sans altérer l'information essentielle de l'échelle. Les 
seules statistiques descriptives utilisables dans ce cas sont le mode, la fréquence... et 
les tests applicables seront centrés sur les fréquences des diverses catégories.  
 
Ces deux dernières échelles ne permettent que l'utilisation de tests non paramétriques. 
 
Une fois la nature précisée des observations, un panel de tests se présente avec des contraintes 
soit paramétriques soit non paramétriques. 
Un test paramétrique requiert un modèle à fortes contraintes (normalité des distributions, 
homogénéité des variances) pour lequel les mesures doivent avoir été réalisées dans une 
échelle au moins d'intervalle. Ces hypothèses sont d'autant plus difficiles à vérifier que les 
effectifs étudiés sont plus réduits. 
Un test non paramétrique est un test dont le modèle ne précise pas les conditions que doivent 
remplir les paramètres de la population dont a été extrait l'échantillon. Cependant certaines 
conditions d'application doivent être vérifiées. Les échantillons considérés doivent être 
aléatoires (lorsque tous les individus ont la même probabilité de faire partie de l'échantillon) 
et simples (tous les individus qui doivent former l'échantillon sont prélevés indépendamment 
les uns des autres), et éventuellement indépendants les uns des autres (emploi de tables de 
nombres aléatoires). Les variables aléatoires prises en considération sont généralement 
supposées continues. 
On choisira les tests appropriés en fonction du type de mesure, de la forme de la distribution 
de fréquences et du nombre d'échantillons dont on dispose (Figure 25).   
 
Nos travaux visent à déterminer l’effet des radiofréquences issues de la téléphonie mobile sur 
la peau et le cerveau en utilisant des modèles in vitro et in vivo.  
Si nous reprenons les conditions d’expérimentation in vitro : 2 à 3 conditions indépendantes 
sont à considérer, l’échantillon sham et l’échantillon GSM avec le plus souvent l’échantillon 
contrôle positif. 
Dans le cas des expérimentations in vivo : 4 à 5 conditions indépendantes sont à considérer, 
l’échantillon contrôle cage, l’échantillon sham, l’échantillon GSM ou UMTS 2 W/kg, 
l’échantillon GSM 4W/kg ou UMTS 10 W/kg avec parfois l’échantillon contrôle positif. 
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Figure 25 : Schéma de choix du test statistique en fonction des paramètres de mesures. 
 
Les tests réalisés après exposition sont représentés par des mesures arbitraires ou réelles mais 
d’ordre quantitatif: expression des protéines de choc thermique en unité arbitraire (mesures 
semi-quantitatives par estimation de l’intensité de marquage), pourcentage d’apoptose induite, 
pourcentage d’ADN endommagé, épaisseur épidermique, prolifération cellulaire excessive 
(comptage du nombre de noyaux activés). 
 
Il est estimé qu’une distribution se rapproche de la loi normale (distribution gaussienne ou 
courbe en cloche de la distribution) pour un minimum de n=30 en effectif par échantillon.  
Nos expériences comptabilisent de 3 à 5 échantillons indépendants d’effectifs s’échelonnant 
de 3 à 15. Par rapport au diagramme de choix statistique, nos expériences se placent donc 
premièrement sur une échelle d’intervalle. Les différents échantillons ne sont pas caractérisés 
par une distribution gaussienne car la population dont ils sont issus est de distribution 
inconnue, et de plus, l’effectif des échantillons est de faible taille. Cependant, les différents 
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échantillons sont présupposés suivre une échelle ordinale; en effet, si les contrôles positifs 
sont supposés être de classe supérieure aux contrôles factices (sham et/ou contrôle cage) et 
l’hypothèse de départ H0 (test unilatéral à p=0,05) est  l’induction d’un stress par les ondes, 
alors, l’échantillon exposé est supposé se situer entre sham et contrôle positif.  
 
Dans notre expérimentation, le choix se porte donc sur un test non paramétrique. Pour un test 
avec 2 échantillons indépendants, le test choisi sera celui de Mann-Whitney, tandis que pour 
un tests avec plus de 2 échantillons indépendants, le test sera celui de Kruskal-Wallis. Il est 
cependant possible de réaliser des comparaisons entre deux échantillons provenant d‘une 
expérience à plus de deux échantillons. 
 
L’analyse statistique est avant tout une compréhension des données et de ce que l’on souhaite 
mettre en avant. Un rappel méthodologique permettant de cibler ce qui doit être important est 
























Avant tout traitement de données, se poser obligatoirement les questions suivantes : 
• Combien de variables (facteurs) à considérer (une, deux, plus)? 
• Quel type de test : comparaison de moyennes, de variances, corrélation, …?  
• Quel type d’échantillons : appariés ou indépendants? 
• Quel type de données (qualitative, quantitative, continue, etc.)? 
• Quelle loi de distribution (normale ou non : tests paramétriques, non 
paramétriques)? 
• Quelles hypothèses H0/H1 (test uni ou bilatéral)? 
• Décision : utilisation du modèle statistique?  
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ARTICLE 1 : Human skin cell stress response to GSM-900 mobile 





SANCHEZ S., MILOCHAU A., RUFFIE G., POULLETIER DE GANNES F., LAGROYE I., HARO E., 
SURLEVE-BAZEILLE JE, BILLAUDEL B., LASSEGUES M., VEYRET B.. 
Human skin cell stress response to GSM-900 mobile phone signals : an in vitro study on isolated 
primary cells and on reconstructed epidermis.  
 
FEBS, accepté, sous presse 
 
 
Cet article traite des effets biologiques possibles du signal de téléphonie mobile GSM-900 sur 
la peau et plus précisément par le biais de l’étude du stress cellulaire. En effet, la peau, organe 
de protection de l’organisme, est la première cible d’agression environnementale et par là la 
première cible des ondes lors d’une communication téléphonique. Cet article présente les 
résultats d’expérimentations in vitro sur deux types de modèles cellulaires cutanés : des 
cellules primaires épidermiques (kératinocytes) et dermiques (deux sources de fibroblastes) et 
des modèles tridimensionnels d’épidermes reconstruits. 
Le stress cellulaire se traduit par une réponse adaptée à une agression. Cette réponse peut être 
transitoire et suivant la gravité, irréversible, pouvant engendrer la mort cellulaire. Ici, nous 
avons supposé que le signal GSM-900 en exposition continue de 48 heures, au DAS de 2 
W/kg, pouvait être un agent stressant et cette hypothèse a été testée par la détection de 
différents paramètres caractéristiques d’une réponse au stress : l’induction d’apoptose et la 
variation d’expression de protéines de choc thermique (HSP) pour les modèles de cultures en 
monocouche ; la variation d’expression d’HSP, l’épaisseur épidermique, la prolifération 
cellulaire pour les modèles tridimensionnels d’épidermes reconstruits. 
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Human skin cell stress response to GSM-900 mobile phone
signals
In vitro study on isolated primary cells and reconstructed epidermis
Sandrine Sanchez1, Alexandra Milochau2, Gilles Ruffie1, Florence Poulletier de Gannes1,
Isabelle Lagroye1,3, Emmanuelle Haro1, Jean-Etienne Surleve-Bazeille2, Bernard Billaudel1,
Maguy Lassegues2 and Bernard Veyret1,3
1 Bordeaux 1 University, Physics of Wave–Matter Interaction (PIOM) Laboratory, ENSCPB, Pessac, France
2 Bordeaux 1 University, Laboratory of Cell Defence and Regulation Factors, EA1915, Talence, France
3 Bioelectromagnetics Laboratory, EPHE, ENSCPB, Pessac, France
Cell stress may be defined as a phenomenon invol-
ving a stress factor able to induce physiological
changes and responses in cells. A single increase in
temperature [1] or other more aggressive factors,
such as chemical agents [2] and UV radiation [3], as
well as some normal physiological conditions, such
as differentiation [4], induce complex stress responses.
In view of the ubiquitous character of heat shock
proteins (HSP; a large family of proteins of
15–110 kDa) and the fact that they are induced
under various stress conditions, this protein family is
a major component of the cell stress response. HSP
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In recent years, possible health hazards due to radiofrequency radiation
(RFR) emitted by mobile phones have been investigated. Because several
publications have suggested that RFR is stressful, we explored the potential
biological effects of Global System for Mobile phone communication at
900 MHz (GSM-900) exposure on cultures of isolated human skin cells
and human reconstructed epidermis (hRE) using human keratinocytes. As
cell stress markers, we studied Hsc70, Hsp27 and Hsp70 heat shock protein
(HSP) expression and epidermis thickness, as well as cell proliferation and
apoptosis. Cells were exposed to GSM-900 under optimal culture condi-
tions, for 48 h, using a specific absorption rate (SAR) of 2 WÆkg)1. This
SAR level represents the recommended limit for local exposure to a mobile
phone. The various biological parameters were analysed immediately after
exposure. Apoptosis was not induced in isolated cells and there was no
alteration in hRE thickness or proliferation. No change in HSP expression
was observed in isolated keratinocytes. By contrast, a slight but significant
increase in Hsp70 expression was observed in hREs after 3 and 5 weeks of
culture. Moreover, fibroblasts showed a significant decrease in Hsc70,
depending on the culture conditions. These results suggest that adaptive
cell behaviour in response to RFR exposure, depending on the cell type
and culture conditions, is unlikely to have deleterious effects at the skin
level.
Abbreviations
ALI, air–liquid interface; ANX, annexin V; AU, arbitrary units; DDD, dead de-epidermised dermis; FITC, fluorescein isothiocyanate; GSM,
global system for mobile communication; hFGF, human fibroblast growth factor; hRE, human reconstructed epidermis; Hsc70, heat shock
cognate protein at 73 kDa; HSP, heat shock protein; Hsp27 or Hsp70, heat shock protein at 27 or 72 kDa; NHDFc, normal human dermal
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expression under stress conditions has been reported
in a number of cell types, including skin cells. The
major HSPs expressed in the skin [5] are Hsp70
(both cognate and inducible forms) [6] and Hsp27
(expressed in a constitutive way as a function of cell
differentiation status) [7,8].
The stress response in skin cells also involves inflam-
matory processes (cytokine release) [9], irreversible
changes at the molecular level (misfolded proteins,
DNA breaks) [10], leading to apoptotic (i.e. sunburn
cells or apoptotic keratinocytes in skin after high UV
exposure) or necrotic pathways [11,12] and, in the
worst case, to neoplasic transformed cells (i.e. melan-
oma) [13,14].
In recent years, possible health hazards due to radio-
frequency radiation (RFR) emitted by mobile phones
have been under debate. Because of the very fast devel-
opment of this new technology (over one billion users
worldwide in 2006), public concern has grown rapidly.
In Europe, the main technology is the Global System
for Mobile communication (GSM), operating with car-
rier frequencies of 900 and 1800 MHz. During a phone
call, the mobile phone is placed on the ear and, thus,
on the skin. Maximum energy absorption takes place
in the skin (half of the energy emitted by the phone)
and decreases rapidly with depth. Phone use is associ-
ated with a slight temperature increase ( 1 C in the
skin of the pinna) [15]. However, this is mainly due to
heating by the phone battery and not to absorbed
RFR [15]. In this research, we focused solely on the
effects of RFR and temperature was maintained at
37 ± 0.1 C during exposure.
The skin is subjected to various environmental fac-
tors, including electromagnetic fields, e.g. GSM-900
radiation and RFR from television and radio broad-
casting and mobile telephones. Although the effects of
UV have been widely investigated, very little is known
about the biological effects of RFR on the skin. In this
study, we investigated the potential cell stress induced
in skin cells by exposure to GSM-900 signals.
The skin is a complex structure consisting of sev-
eral cell types. The superficial layer, or epidermis, is
composed of keratinocytes (95%) and melanocytes
(5%), whereas the deeper layer, or dermis, contains
mainly fibroblasts. Toxicological studies on the skin
are mainly carried out using keratinocytes and fibro-
blasts in vitro. Over the last 30 years, human recon-
structed epidermis (hRE) has been a well-established
model of a 3D structure with characteristics known
to be similar to real epidermis [16]. It is used for
repairing burned skin (autograft) [17], in dermatolog-
ical investigations of skin diseases [18,19] and UV
damage [20], or for testing the efficacy of new
sunscreens [21]. Absorption of RFR emitted by
mobile telephones is stronger in the skin than in the
brain, as Keshvari et al. demonstrated on child and
adult heads [22] and, thus, the epidermal 3D model
is a relevant skin cellular model, complementary to
isolated cells.
In this study, we used human cutaneous cells and
hRE to test the hypothesis that exposure to RFR
results in cell stress response. The modulatory effect of
GSM-900 exposure on apoptosis induction, epidermis
thickening, cell proliferation and HSP expression was
analysed. We observed that, although RFR exposure
did not induce apoptosis, cell overproliferation and




GSM-900 signal did not induce apoptosis or affect
HSP expression in normal human epidermal
keratinocytes
As shown in Fig. 1A, in normal human epidermal ker-
atinocytes (NHEK), the percentage of viable, apoptotic
and necrotic cells did not vary (n ¼ 5), irrespective of
exposure condition (RFR or sham exposure). By con-
trast, UVB irradiation induced apoptosis (n ¼ 3).
Four independent experiments tested for the pres-
ence of Hsc70, Hsp70 and Hsp27. As shown in
Fig. 2A,B,D,E, NHEK cells expressed Hsc70 in a
constitutive way, mainly in the cytoplasm, with
some nuclear granules. This specific expression was
unchanged by GSM-900 exposure (Figs 2B,E and 5A),
in contrast to UVB, which induced a strong cytoplasmic
expression without nuclear granules (Fig. 2C,F).
Hsp27 expression had a different pattern (Fig. 3). It
was mainly cytoplasmic and nuclear (Fig. 3A,B,D,E)
and remained unchanged after GSM-900 exposure
(Fig. 5A), in contrast to UVB, which induced strong
expression in all compartments.
Hsp70 was expressed in NHEK at a basal level, as
shown in Fig. 4. The keratinocytes expressed Hsp70
in their cytoplasm and nucleus, both under sham
and GSM-exposure conditions (Fig. 5A), whereas
UVB induced a weak cytoplasmic and a strong nuclear
expression, with some granules.
In our study, the 2 WÆkg)1 GSM-900 signal did not
induce phosphatidylserine translocation in NHEK cells
and therefore did not trigger apoptosis. Moreover, no
alteration in HSP expression was observed. Thus,
GSM-900 did not induce cell stress in human primary
epidermal keratinocytes.
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GSM-900 did not induce apoptosis or affect Hsp27 and
Hsp70 expression, but it did modify Hsc70 expression
in extracted normal human dermal fibroblasts
As shown in Fig. 1B, the percentage of apoptotic
extracted normal human dermal fibroblast (NHDFe)
cells after GSM-900 exposure did not vary compared
with sham-exposed cells. Similar results were obtained
for the percentage of necrotic versus viable cells (n ¼
5). UVB radiation induced a strong effect as shown by
a 10-fold increase in the percentage of apoptotic cells
(n ¼ 3).
HSP expression was studied in each independent
experiment (n ¼ 3). Hsc70 expression was essentially
cytoplasmic (Fig. 2G–L) and a significant decrease in
labelling intensity was observed after GSM exposure
(Fig. 5B): 3.5 ± 0.1 arbitrary units (AU) for sham
condition versus 2.1 ± 0.3 AU for GSM condition
(P ¼ 0.05). After UVB exposure, a stronger Hsc70
expression was noticed in the cytoplasm with perinu-
clear aggregation.
Hsp27 expression was only cytoplasmic and remained
unchanged after GSM exposure (Figs 3G,H,J,K and
5B), whereas it was expressed in both cytoplasm
and nucleus in NHDFe human fibroblasts after UVB
treatment (Fig. 3L).
A very low cytoplasmic Hsp70 level (Fig. 4G,H,J,K)
was observed in NHDFe and remained unchanged
after GSM exposure (Fig. 5B). By contrast, UVB
treatment induced strong Hsp70 expression in both
cytoplasm and nucleus.
Finally, we did not observe apoptotic induction in
NHDFe, or any alteration in Hsp27 and Hsp70
expression, whereas Hsc70 expression decreased. Thus
the GSM-900 signal apparently interacted with Hsc70
in NHDFe human primary dermal fibroblasts.
The effect on Hsc70 in NHDFe observed after
GSM-900 exposure was not observed in NHDFc
In order to confirm this decrease in Hsc70 in fibro-
blasts, we used another source of normal human cells:
NHDFc were purchased from Cambrex (Verviers,
Belgium) and cultured using fibroblast growth
medium different to that used for NHDFe. The
three HSP were assayed after five independent
experiments.
As shown in Fig. 6, the HSP expression pattern was
different in NHDFc as compared with NHDFe. In par-
ticular, Hsc70 (Fig. 6A–C) was mainly expressed in the
nuclei of control NHDFc. This expression pattern was
not affected by GSM-900 exposure (Fig. 6J), whereas
after UVB irradiation, strongly fluorescent Hsc70
aggregates appeared in the NHDFc nuclei.
Hsp27 was strongly expressed in the cytoplasm of
control NHDFc (Fig. 6D), whereas it was found essen-
tially in the nucleus and not in the whole cell after
UVB exposure (Fig. 6F). By contrast, GSM-900 did
not alter Hsp27 expression (Fig. 6J).
In the case of Hsp70 (Fig. 6G–I), instead of being
expressed only in the cytoplasm as in NHDFe, it was
also expressed in the nucleus. UVB exposure induced a
slight increase in Hsp70 expression, with a more
perinuclear pattern. No change in expression was
observed for this HSP after GSM exposure, as shown
in Fig. 6J.
In contrast to the case of NHDFe cells, exposure to









































Fig. 1. Apoptosis detection in human primary epidermal and dermal
cells. Cells were analysed by flow cytometry using ANX–FITC ⁄ PI.
The percentage of viable, apoptotic and necrotic cells was deter-
mined by quadrant analysis. (A) Keratinocytes exposed to GSM-900
(2 WÆkg)1, 48 h, n ¼ 5); keratinocytes irradiated with UVB (600
mJÆcm)2 single dose n ¼ 3); (B) fibroblasts exposed to GSM-900
(2 WÆkg)1, 48 h, n ¼ 5), fibroblasts irradiated with UVB (600
mJÆcm)2 single dose, n ¼ 2). The data are presented as the
mean ± SEM. The Mann–Whitney unpaired test was used for each
cell type with a minimum of three independent experiments were
carried out.
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Human reconstructed epidermis
GSM-900 did not induce an inflammatory process in
hRE
In these experiments using haematoxylin ⁄ eosin-stained
reconstructed epidermis (Fig. 7), we noticed that skin
thickness increased with time of culture, indicating a
differentiation process of the epidermis. This thicken-
ing was observed under RFR exposure as well as sham
conditions, without any significant difference [in both
conditions, n ¼ 7 hRE at the air–liquid interface (ALI)





Fig. 2. Hsc70 expression in human primary epidermal and dermal cells. Hsc 70 was immunodetected with FITC-labelled antibodies. (A–F)
Hsc70 expression in NHEK; (G–L) Hsc70 expression in NHDFe. (A–C, G–I) Views of Hsc70 expression at ·400 magnification; (A, G) sham
exposure; (B, H) GSM-900 exposure (2 WÆkg)1, 48 h); (C, I) UVB irradiation (200 mJÆcm)2 single dose, 4 h post exposure). Scale bar: 50 lm.
(D–F, J–L) Views of Hsc70 expression at ·1000 magnification. (D, J) Sham exposure; (E, K) GSM-900 exposure; (F, L) for UVB irradiation
(200 mJÆcm2 single dose, 4 h post exposure). Scale bar: 25 lm.
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and n ¼ 6 at ALI after 5 weeks]. Epidermal thick-
nesses measured in ALI cultures under sham and
GSM-900 exposure were, respectively: 41.5 ± 8.7
and 37.9 ± 6.8 lm after 2 weeks, 56.6 ± 9.9 and
45.0 ± 8.1 lm after 3 weeks and 57.4 ± 1.2 and
54.3 ± 1.5 lm after 5 weeks. No epidermal lesions
were observed. Thus GSM-900 signals did not induce





Fig. 3. Hsp27 expression in human primary epidermal and dermal cells. Hsp27 was immunodetected with FITC-labelled antibodies. (A–F)
Hsp27 expression in NHEK; (G–L) Hsp27 expression in NHDFe. (A–C, G–I) Views of Hsp27 expression at ·400 magnification; (A, G) sham
exposure; (B, H) GSM-900 exposure (2 WÆkg)1, 48 h); (C, I) UVB irradiation (200 mJÆcm2 single dose, 4 h post exposure). Scale bar: 50 lm.
(D–F, J–L) Views of Hsp27 expression at ·1000 magnification; (D, J) sham exposure; (E, K) GSM-900 exposure (2 WÆkg)1, 48 h); (F, L) UVB
irradiation (200 mJÆcm)2 single dose, 4 h post exposure). Scale bar: 25 lm.
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GSM-900 signal did not induce overproliferation
in hRE
Ki-67-positive cells showed brown nuclei (Fig. 8A).
Quantification of activated nuclei in control (sham-
exposed) reconstructed epidermis showed a basal
expression in the number of activated nuclei as well as
a decreasing trend over time in culture. This decrease
was consistent with the fact that there was no cell





Fig. 4. Hsp70 expression on human primary epidermal and dermal cells.Hsp70 was immunodetected with FITC-labelled antibodies. (A–F)
Expression in NHEK; (G–L) expression in NHDFe. (A–C, G–I) Enlarged views of Hsp70 expression at ·400 magnification; (A, G) sham expo-
sure; (B, H) GSM-900 exposure (2 WÆkg)1, 48 h); (C, I) UVB irradiation (200 mJÆcm)2 single dose, 4 h post exposure). Scale bar: 50 lm.
(D–F, J–L) Enlargements of Hsp70 expression at ·1000 magnification; (D, J) sham exposure; (E, K) GSM-900 exposure (2 WÆkg)1, 48 h);
(F, L) UVB irradiation (200 mJÆcm)2 single dose, 4 h post exposure). Scale bar: 25 lm.
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The number of activated nuclei did not vary signifi-
cantly between RFR- and sham-exposed samples, as
shown in Fig. 8B. The number of Ki-67-positive cells
for sham versus GSM was, respectively: 4.4 ± 0.9 ver-
sus 3.2 ± 0.9 nuclei after 2 weeks in ALI culture (n ¼
7 hRE); 2.0 ± 0.7 versus 1.2 ± 0.3 nuclei after
3 weeks in ALI culture (n ¼ 4 hRE) and 0.6 ± 0.2
versus 1.5 ± 0.9 nuclei after 5 weeks in ALI culture
(n ¼ 6 hRE). Thus, GSM-900 exposure did not induce
any lesions or cell overproliferation in hRE.
GSM-900 enhanced Hsp70 expression in aged hRE
As shown in Fig. 9, expression of the various HSPs was
specifically localized. Hsc70 was mainly expressed in the
basal layer with a gradual decrease towards the cornified
layer. Hsp27 was expressed in all layers except the
prickly and cornified layers. Hsp70 was very weakly
expressed and mainly located in the basal layers, but not
in the cornified layer. The cornified layer is characterized
by the presence of dead cells; as the fate of these cells is
desquamation, only their keratinized cytoplasm can be
observed. Statistical analysis (Fig. 10) showed that
Hsc70 expression was not altered by GSM-900 exposure
but varied with the age of the culture. Indeed, there was
a significant decrease (P ¼ 0.039) in Hsp70 expression
under sham conditions between 2 and 5 weeks in culture
(n ¼ 7 hRE at 2 weeks ALI, n ¼ 4 hRE at 3 weeks ALI
and n ¼ 6 hRE at 5 weeks ALI). Hsp70 expression was
identical for both exposure conditions after 2 weeks in
culture, but expression decreased in the sham-exposed
samples and remained constant under GSM-900
exposure after 3 weeks (sham ¼ 51.4 ± 0.8 AU,
GSM ¼ 56.4 ± 1.3 AU; P ¼ 0.02) and 5 weeks
(sham ¼ 53.45 ± 0.51 AU, GSM ¼ 56.24 ± 0.47 AU;
P ¼ 0.004). However, no change in Hsp27 expression
was observed. Thus, 2 WÆkg)1 GSM-900 exposure for
48 h altered Hsp70 expression in hRE after a long
culture period.
Discussion
We tested the possible induction of cell stress in the
skin by 2 WÆkg)1 GSM-900 exposure for 48 h.
No apoptosis was induced in either skin cell type, in
agreement with reports of other in vitro studies conclu-
ding that mobile phone signals did not affect apoptosis
in various cell systems [35–37]. However, it is known
from the literature that apoptosis may be inhibited by
proteins, such as HSPs, at various stages in this pro-
cess [38,39]. Therefore, we investigated HSP expression
in skin cells, combined with apoptosis detection. No
induction or variation in HSP expression was detected
in epidermal cells. Moreover, 48 h exposure to GSM-
900 had no effect on Hsp27 or Hsp70 expression in
NHDFe human primary dermal fibroblasts (isolated
in the laboratory). However, a significant decrease in
Hsc70 expression was seen in these dermal cells after
exposure to GSM-900, whereas UVB exposure had the
opposite effect.
Analysis of the role of Hsc70 in cell physiology and
the possible impact of a high constitutive or decreased
expression may help us to understand the effects seen
in this study.
Although Hsc70 is usually considered to be a consti-
tutive protein, it may be induced following mitogenic
activation or stress [40]. This was confirmed by our
data for Hsc70 after UVB radiation. The major role of



















































Fig. 5. HSP expression in human primary epidermal and dermal
cells. Expression of Hsc70, Hsp27 and Hsp70 was semiquantified
using APHELION image analysis software. (A, B) HSP expression
was expressed as the mean fluorescence intensity (AU; mean
± SEM). (A) Keratinocytes (n ¼ 4 independent experiments); (B)
fibroblasts NHDFe (n ¼ 3 independent experiments). The Mann–
Whitney unpaired test was used for statistical comparison.
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from a wrong translation or the action of a stress fac-
tor [41]. This chaperoning function causes the unfolded
proteins to be refolded or eliminated. In the latter case,
Hsc70 is involved in transporting the unfolded proteins
to the lysosoma [42,43]. The destruction of nonfunc-
tional proteins is common to every cell type, to avoid
protein aggregation and involves several processes,
including lysosoma, heterophagy (endocytosis), macro-
autophagy (phagosoma) and proteasoma [44]. Lysoso-






























Fig. 6. HSP expression in human primary dermal cells NHDFc. Hsc70, Hsp27 and Hsp70 were immunodetected with FITC-labelled antibod-
ies. (A–C) Hsc70 expression; (D–F) Hsp27 expression; (G–I) Hsp70 expression, all at the ·1000 magnification (Scale bar: 25 lm). (J) Semi-
quantification of the expression of Hsc70, Hsp27 and Hsp70 in NHDFc after image analysis of five independent experiments. HSP
expression was expressed as the mean fluorescence intensity (AU; mean ± SEM). The Mann–Whitney unpaired test was used for statistical
comparison.
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increase in this activity seems to be involved in cellular
differentiation to corneocytes [44a,44b]. On the con-
trary, for fibroblasts, a decrease of lysosomal activity
appears to be characteristic of cell senescence [44c]
both increase and decrease participate in cell death of
epidermal and dermal cells.
Previous research on fibroblasts has shown that low-
level Hsc73 expression in hepatic fibroblasts from old
rats was linked to decreased lysosomal activity [45],
but this was not the case with hepatic fibroblast from
young animals. This difference was not reflected in
human fibroblasts. Other results [46] have shown that
HSP levels increased (Hsp27, 70, 90 and Hsc70) in
late-passage senescent human fibroblasts, indicating an
adaptive response to cumulative intracellular stress
during ageing. Thus, the role of Hsc70 activity in
senescent mammalian cells is not clear. It is difficult to
understand the role of this protein as HSP expression
patterns vary from one cell type to another [47].
Cell senescence does not provide a possible explan-
ation for the effects observed in our study, as the
donors were aged 20–50 years and we observed the
same trend towards a decrease in Hsc70 following
exposure to RFR in every single experiment using
NHDFe (data not shown). Moreover, the failure in
induction of cell death after GSM-900 exposure did
not support the cell senescence characteristics.
Another event that may explain a decrease in Hsc70
expression in NHDFe is the thermotolerance phenom-
enon. Inducible HSP forms are synthesized and accu-
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Fig. 7. hRE thickness. Thickness was measured on haematoxy-
lin ⁄ eosin-stained slices. (A) hRE stained with haematoxylin ⁄ eosin;
(B) histogram represents hRE thickness in lm (mean ± SEM)
according to the treatment (GSM-900, SHAM or UVB) and time in
culture. The number of hRE per condition (GSM or SHAM) was
seven after 2 weeks in ALI culture, four after 3 weeks in ALI cul-
ture and six after 5 weeks in ALI culture. The Mann–Whitney




























Fig. 8. Cell proliferation in hRE. Proliferation was measured by count-
ing the number of activated nuclei labelled with the Ki-67 marker in
hRE (immunodetection by peroxidase ⁄ 3,3¢-diaminobenzidine stain-
ing). (A) Activated nuclei (Ki-67 positive nuclei) are stained by a strong
brown colour (black arrow); (B) histogram (mean ± SEM) represent-
ing the number of activated nuclei as a function of treatment
(GSM-900, SHAM or UVB) and time in culture. The number of hRE
per condition (GSM 2 WÆkg)1, 48 h or SHAM) was seven after
2 weeks in ALI culture, four after 3 weeks ALI and six after 5 weeks
ALI. The Mann–Whitney unpaired test was used for statistical com-
parison.
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second heat shock occurs after that period, the amount
of HSP expressed during the first shock is sufficient to
protect the cells during the second shock, so they do
not need to synthesize more HSP. Data obtained in
rainbow trout fibroblasts [50] during 24 h continuous
heat-shock exposure showed this tolerance phase, with
a decrease in HSP expression, ultimately decreasing to
below the basal level (under physiological conditions).
On the basis of these earlier findings, we hypothesize
that a 48 h GSM-900 exposure induces RFR tolerance
in the NHDFe human fibroblasts, with a possible early
increase in Hsc70 expression (not measured), followed
by a return to a level below the nominal base line. This
type of adaptation has been described as a normal
response to thermal and chemical stress (i.e. thermo-
tolerance and chemotolerance), but has never been
considered to be damaging to cells.
In the second phase, a series of experiments using
NHDFc was performed to confirm the effect of RFR
exposure on Hsc70. On the one hand, the Hsc70
expression pattern was different and, on the other
hand, RFR exposure had no effect on Hsc70 expres-
sion in NHDFc. It is, however, not clear why NHDFe
and NHDFc react differently to RFR exposure. One
possible explanation for this behaviour is a change in
cell-culture protocol: the NHDFc culture medium was
supplemented with insulin and human fibroblast
growth factor (hFGF) mitogen. It is conceivable that
the proliferation rates of NHDFe and NHDFc were
different, thus causing the difference in Hsc70 expres-
sion. We also noticed that subculturing was less fre-
quent for NHDFe than NHDFc (data not shown).
Moreover, previous in vitro experiments with different
cell types showed that some HSP, including Hsc70,
were involved in cell growth [51,52]. More recently,
Diehl et al. [53] showed that Hsc70 was involved in the
cell cycle, by associating with cyclin D1 to regulate its
accumulation. Thus, the differences in Hsc70 expres-
sion between NHDFe and NHDFc after GSM-900
exposure observed in this study may be caused by the
presence of hFGF mitogen in the NHDFc culture
medium. Furthermore, heat shock did not induce HSP
overexpression, i.e. new protein synthesis of Hsp27,
Hsp70 and Hsp90, in mitotic CHO cells [54]. Taken
together, these observations suggest that a large pro-
portion of NHDFc cells may be in the mitotic phase,
in contrast to NHDFe, which would explain why the
RFR effects were not observed in NHDFc.
Fig. 9. HSP expression pattern in hRE. This was measured as the labelling intensity for each HSP using APHELION image analysis software.
Hsp27, Hsp70 and Hsc70 were detected with immunodetection (peroxidase ⁄ 3,3¢-diaminobenzidine staining) in sham, GSM-900 (2 WÆkg)1,
48 h) or UVB (200 mJÆcm)2, 48 h recovery time) conditions and according to time in culture.
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GSM-900 exposure had no effect on overproliferation
or layer thickness in hRE. Previous studies have under-
lined that inducible Hsp72 (or Hsp70) expression is
restricted to the basal layer of the epidermis [6,55]. This
was confirmed during wound healing in murine epider-
mis, as strong Hsp70 expression around the wound pro-
moted the healing process [56]. It is also known that
Hsp70 may be overexpressed after heat shock in this
model [57]. In the 3D model, we observed a slight but
significant increase in Hsp70 occurring in 3- to 5-week
ALI cultures after exposure. We did not obtain such
results in isolated keratinocytes, possibly because of a
lack of cell differentiation in cell layers. The relevance
of this 3D model in approaching the real organ in
phototoxicity responses [20], led us to believe that this
observation is more representative of organ than mono-
layer cells. Although, the range of variation of Hsp70 is
small and negligible compared with UVB induction, an
effect of GSM-900 on cell proliferation cannot be ruled
out. However, as we did not detect any overproliferation
or increase in thickness in this model, we suggest that
the slight increase in Hsp70 seen in hRE does not trans-
late into functional effects.
To date, few studies have focused on the effects of
mobile phone-related RFR on the skin. Previous
experiments studying the biological effects of RFR
exposure on the skin or skin cells did not use the same
endpoints. For instance, in vitro exposure at 900 or
1800 MHz was found to affect gene expression and
induce DNA damage in a fibroblastic cell line and
human fibroblast primary cells, respectively [58,59]. In
our study, the effects of GSM-900 exposure on human
skin cells were investigated at the cellular rather than
DNA level and did not reveal any damage in human
cutaneous cells or reconstructed epidermis.
In vivo, oxidative stress and fibrosis were induced in
rat skin after RFR exposure [60]. Other work by our
group did not, however, show any effect on prolifer-
ation, epidermis thickness or cell structures in rat skin
after a single 2 h exposure to GSM-900 or GSM-1800
[60a] or a chronic study up to 12 weeks of exposure
[60b].
Our findings thus indicate that human cutaneous
cells react to GSM-900 exposure by modulating the
expression of some HSPs, depending on the cell model.
These phenomena are, however, unlikely to cause dele-
terious effects at the skin level.
However, further experiments on NHDFe cells
within the recovery time after GSM-900 exposure
could be valuable and help understand if this effect is
transient or persistent. In the latter case, it would be
possible to look at a possible early senescent cell status
induced by exposure.
Moreover, it has been shown previously that kera-
tinocytes expressed HSPs differently, depending on the
stress [60c]. Maytin demonstrated that there is a






































































Fig. 10. HSP expression in hRE depending on treatment and time
in culture. HSP expression was calculated as the percentage of
HSP in UVB-exposed hRE (200 mJÆcm)2, 48 h recovery time). Data
are presented as mean ± SEM of number of hRE per condition.
The number of hRE per condition (GSM-900 2 WÆkg)1 or SHAM)
was seven after 2 weeks in ALI culture, four after 3 weeks in ALI
culture and six after 5 weeks in ALI culture. The Mann–Whitney
unpaired test was used for statistical comparison.
S. Sanchez et al. GSM-900 and cell stress in skin models
FEBS Journal (2006) ª 2006 The Authors Journal compilation ª 2006 FEBS 11
relationship between the pattern of expression of HSPs
and the tolerance phenomenon induced by heat shock
and not related to UV. It would be interesting to per-
form the same experiments on both cell types, testing
the synergetic effect of an increase in temperature and
RFR, versus heat shock alone.
Experimental procedures
Isolated human cutaneous primary cells
Normal human epidermal keratinocytes (NHEK)
Cells were extracted from mammary skin biopsies from
human plastic surgery (generous gifts from A. Taı̈eb, Univer-
sity V. Ségalen, Dermatology Unit & INSERM E 0217,
Bordeaux, France). Biopsies were cut into small pieces
(5 · 2 mm) and the dermis discarded, as much as possible.
Skin samples were placed overnight in a trypsin ⁄EDTA
(0.25 : 0.04% v ⁄ v) solution, at 4 C. The epidermis was
gently scraped using a scalpel to remove epidermal cells.
After centrifugation (120 g, 10 min) the cells were counted
and seeded at 7.5 · 106 cells in 75 cm2 culture flasks
(Nunc, Domique Dutscher, Brumath, France). Until the
first passage in coculture, NHEK were cultured in complete
MCDB 153 (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France)
[23,24] with 5 lgÆmL)1 insulin, 1.4 lm hydrocortisone,
10 ngÆmL)1 epidermal growth factor, 70 lgÆmL)1 bovine
pituitary extract and penicillin ⁄ streptomycin, at 37 C, 5%
CO2, in a humidified atmosphere. At the first passage,
NHEK cells were separated from the other skin cells as
much as possible: 1 ⁄ 10 diluted trypsin ⁄EDTA solution was
added and cell detachment was monitored under the micro-
scope to discriminate between melanocyte and keratinocyte
detachment. This method produced enriched NHEK
(NHEKe) cultures. The culture medium was changed every
two days. The cells were used from passage 2–6.
Normal human dermal fibroblasts (NHDF)
There were two sources of fibroblast cells: primary human
dermal fibroblasts cultured from human biopsies and com-
mercially available primary human dermal fibroblasts.
Normal human dermal fibroblast enriched cultures
(NHDFe) were obtained from abdominal biopsies, as des-
cribed by Gontier et al. [25]. Pieces of dermis were cul-
tured in Petri dishes in a complete Dullbecco’s modified
Eagle’s medium with 4.5 gÆL)1 glucose (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France) (with 10% decomplemented fetal bovine
serum and penicillin ⁄ streptomycin) and the cells were
allowed to leave the dermis. Cells were then cultured in
complete Dulbecco’s modified Eagle’s medium at 37 C,
5% CO2, in a humidified atmosphere. The culture medium
was changed every two days. The cells were used from
passage 2–6.
The second cell type was normal human dermal fibro-
blasts purchased from Cambrex (Verviers, Belgium),
referred to as NHDFc (CC-2511). They were cultured in
fibroblast growth medium as recommended by the manu-
facturer: fibroblast basal medium supplemented with 2%
fetal bovine serum, 5 lgÆmL)1 bovine insulin, 1 ngÆmL)1
hFGF and gentamycine ⁄ amphotericin-B. Cells were fed
every two days and used from passage 2–4.
Human reconstructed epidermis
These were prepared with NHEK following the method
described by Prunieras et al. [26]. Briefly, NHEK extracted
from skin biopsies (human plastic surgery), were cultured
in complete MCDB 153, at 37 C, 5% CO2, in a humidified
atmosphere. The reconstructed epidermis support was a
de-epidermized dead dermis (DDD) extracted from skin
biopsies, conserved in Hank’s buffer with penicillin ⁄ strepto-
mycin ⁄ amphotericin and kept frozen until use. A seeding
cylinder was placed on a thawed DDD (in a 35 mm diam-
eter Petri dish) and 2 · 105 keratinocytes were seeded and
incubated for 24 h in a small volume of complete Iscove’s
modified Dulbecco’s medium (Sigma) containing decomple-
mented fetal bovine serum (5%), complete MCDB 153
medium (1 ⁄ 4 final volume) and penicillin ⁄ streptomycin, so
that only the DDD was wet. The cylinder was then
removed and the DDD immersed in complete Iscove’s
modified Dulbecco’s medium for 24 h (proliferation phase).
Finally, the DDD was placed on a sterile plastic grid
and incubated in complete Iscove’s modified Dulbecco’s
medium, to keep the reconstructed epidermis at the ALI
so that the differentiation phase could occur. The medium
was changed every 2 days and the reconstructed epidermis
culture maintained for a maximum of 5 weeks (no cell
renewal on the basal layer). For GSM-900 exposure, the
reconstructed epidermis was used from week 2–5 in ALI
culture.
GSM-900 exposure system
The exposure system was the wire-patch antenna,
designed and built at the Institut de Recherche en Com-
munications Optiques et Microondes (IRCOM, Limoges,
France). This antenna was surrounded by a foam-rubber
ring and placed in a cell-culture incubator. This preven-
ted electromagnetic interference with the surrounding elec-
trical equipment inside the incubator. The signal was
emitted with a carrier frequency of 900 MHz, modulated
at 217 Hz (GSM protocol). The antenna contained eight
35-mm diameter Petri dishes filled with 3.2 mL medium,
each placed ay the centre of a 60 mm diameter Petri dish
filled with 5 mL water. Dosimetry was carried out at
the IRCOM and PIOM laboratories [27] and was fully
characterized. Briefly, the specific absorption rate (SAR)
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values were calculated from temperature measurements in
the culture medium under 1 min off then on continuous
wave exposure. The temperature was measured using a
Vitek temperature probe, connected to a Hewlett Packard
multimeter linked to a computer. This probe was placed
inside the culture medium in the Petri dish culture sys-
tem. SAR values were calculated as SAR ¼ c DT ⁄ Dt,
where c is the calorific capacity of the medium, T the
temperature in Kelvin and t the time in seconds. In line
with the International Commission on Non-Ionizing
Radiation Protection guidelines for local exposure limits,
cells were exposed for 2 h at 2 WÆkg)1, corresponding to
the ‘worst case’ for mobile phone exposure. The peak
SAR corresponding to 2 WÆkg)1 in the medium under
GSM-900 protocol (1 ⁄ 8 time slot) was 16 WÆkg)1. Expo-
sure took place at 37 ± 0.1 C with continuous tempera-
ture recording in the incubator. A twin incubator with
an inactive antenna was used for sham exposure. Samples
were coded before transfer from the standard culture
incubator to the RFR dedicated incubators.
Positive controls
UVB radiation was used as a positive control to ascertain
that our in vitro culture models could undergo apoptosis or
express HSPs. UVB (312 nm) radiation was used. A
600 mJÆcm)2 single dose was chosen and used to induce
apoptosis in the various cell types and a 200 mJÆcm)2 single
dose to induce HSP expression in the various cell types and
in the hRE.
Briefly, the cultures (primary cells or hRE) were washed
once with NaCl ⁄Pi without calcium ⁄magnesium (W ⁄O
Ca2+ ⁄Mg2+). As the culture medium may be cell toxic
once exposed to UV, owing to the presence of photosensi-
tive elements in the medium, our cultures were exposed in
NaCl ⁄Pi (1 mL in 40 mm diameter Petri dishes, 0.5 mL in
24-well plates). Moreover, to avoid contamination in our
cellular cultures, we kept the plastic cover (polystyrene)
over the culture dishes during UVB exposure. After expo-
sure, NaCl ⁄Pi W ⁄O Ca2+ ⁄Mg2+ was removed, replaced
with fresh culture medium and the cellular models were put
in the culture incubator to recover for up to 24 (hRE) or
48 h (hRE and cells).
UVB source
UVB irradiation was delivered using a Vilbert Lourmat
Bio-Link BLX-E312 (Fisher Bioblock, Illkirch, France).
This apparatus is composed of a closed cavity (14.5 ·
33 · 26 cm) with six 8 W UV lamps at 312 nm, placed at
the ceiling of the cavity. The dose absorbed by the irradi-
ated object is constantly measured by a radiometer present
in the apparatus, the measurement depending on the
ageing of the lamp. The Petri dishes or 24-well plates were
always placed at the centre of the cross-linker at a
distance of 13.5 cm (minus the height of the culture
dish) from the UV lamp. The apparatus calculates the
duration of exposure as a function of the desired dose.
Tests on isolated human primary cutaneous cells
Detection of apoptosis
Apoptosis induction is often associated with cell stress. This
type of cell death occurs in several stages. In the early
phase, this phenomenon is characterized by several organ-
elle changes (e.g. decrease in mitochondria potential) and in
the second phase, by a translocation of the phosphatidyl-
serines at the membrane surface [28]. Both phases occur
before the appearance of apoptotic bodies [29].
Apoptosis was detected using flow cytometry (FACScan,
Becton Dickinson, Erembodegem, Belgium). Apoptosis was
measured using two markers: annexin V–fluorescein iso-
thiocyanate (ANX–FITC) and propidium iodide (PI)
(ApopTESTTM, Dako France, Trappes, France). The ANX
marker detects phosphatidylserine translocation, as men-
tioned above. PI is a DNA intercalator, which can only enter
the permeabilized necrotic cells. Using double staining, it was
thus possible to discriminate between viable, apoptotic and
necrotic cells within a given population.
After GSM-900 or sham exposure, the cells were immedi-
ately treated with trypsin ⁄EDTA, centrifuged, resuspended
in NaCl ⁄Pi, centrifuged again and counted.
Cells (106) were washed in NaCl ⁄Pi, centrifuged and
resuspended in 96 lL cold kit buffer with 1.5 lL ANX–
FITC (25 lg mL)1) solution and 2 lL PI solution
(250 lgÆmL)1), then incubated for 15 min in the dark, on
ice. Flow cytometry analysis was done within the hour.
For positive controls, cells were harvested 48 h after
UVB irradiation and handled as above for apoptosis detec-
tion.
Detection of HSP
Human primary keratinocytes and fibroblasts were cultured
on glass strips (12 mm diameter) in 24-well plates. After
GSM or sham exposure, cells were fixed with paraformalde-
hyde (4%), washed three times in NaCl ⁄Pi and maintained
in NaCl ⁄Pi at 4 C until immunolabelling. The positive
control cells were fixed at 2, 4, 6, 24 and 48 h after heat
shock.
Fixed cells were permeabilized using NaCl ⁄Pi–Tri-
tonX100 (0.3%). Nonspecific sites were saturated by incu-
bation with NaCl ⁄Pi)20% horse serum at 37 C for 1 h.
Cells were then incubated with the 1 ⁄ 200 diluted anti-Hsp
serum (mouse anti-Hsp27 and anti-Hsp70 mAb, rat anti-
Hsc 70 mAb; Stressgen, Tebu, Le Perray en Yvelines,
France) at 37 C for 1 h. After NaCl ⁄Pi washing, cells were
incubated at 37 C for 1 h with FITC anti-mouse or FITC
anti-rat serum at 1 ⁄ 150 and 1 ⁄ 320 dilution, respectively
(Sigma). A labelling control consisted of leaving out the
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specific anti-Hsp sera. The glass strips were then mounted
on glass slides using Mowiol (Calbiochem, VWR, Fontenay
sous Bois, France). HSP expression was analysed by fluor-
escence detection under a microscope. Four pictures were
taken for each strip and analysed for fluorescence intensity
using aphelion image analysis software (ADCIS, Hérou-
ville Saint-Clair, France). A mean intensity was calculated
for each strip under each condition (GSM-900, sham, posit-
ive and labelling controls). Data were expressed as mean
intensity values minus labelling control value.
Tests on reconstructed epidermis
Following exposure, hRE were fixed in 4% paraformalde-
hyde solution (24 h), dehydrated (successive gradient alco-
hol baths) and included in paraffin. Then 5 lm hRE slices
were prepared using a microtome (RM2135, Leica, Rueil-
Malmaison, France). Slices were harvested on glass slides
coated with bovine serum albumin (Sigma) for histochemis-
try or poly(l-lysine) (Sigma) for immunocytochemistry.
Measurements of epidermis thickness
Inflammatory processes in the skin produce lesions and
thickening of the epidermis [30–32]. We therefore used epi-
dermis thickness measurements in hRE slices as a marker
for inflammation.
hRE paraffined slices were deparaffined using toluene,
then rehydrated (successive gradient alcohol baths) and
treated with a basic haematoxylin ⁄ eosin histochemical
staining to differentiate between reconstructed and dead
dermis. After staining, the slices were dehydrated and
mounted on glass slides using Eukitt (Sigma). Digital
images were taken under a microscope with a video camera
(CCD 4912, COHU, San Diego, CA) and analysed for
thickness using aphelion image analysis software. The
mean thickness was calculated along the whole length of
the photographed area, based on three areas per hRE slice.
Detection of proliferation
Ki-67 is a cell proliferation marker, used mainly for cancer
diagnosis, by detecting cells in the G1, S or G2 phases, or
in mitosis [33,34]. In healthy epidermis, Ki-67-positive cells
are present in the basal layer, whereas in the case of burns
or other injuries, or cancer processes that induce serious
epidermal lesions, there may be cell overproliferation in
suprabasal layers.
hRE paraffined slides were deparaffined and rehydrated
(as previously described), treated for antigen retrieval by
citrate buffer (pH 6) at 98 C, then immunolabelled with
mouse anti-(Ki-67) mAb (Dako France) and revealed using
the EnVisionTM + System horseradish peroxidase (3,3¢-di-
aminobenzidine) kit (anti-mouse, Dako France). Labelled
slices were dehydrated and mounted using Eukitt. Three
digital images were taken for each hRE and the number of
activated nuclei (i.e. Ki-67-positive cells) was counted along
the whole length of the photographed area. Proliferation
was detected 24 h after UVB exposure for the positive con-
trols and immediately after GSM or sham exposure.
Detection of HSP
HSP was detected 48 h after UVB exposure and immedi-
ately after GSM or sham exposure.
HSPs were immunolabelled using a protocol similar to
that used for Ki-67 detection. Anti-mouse secondary sera
were used for Hsp27 and 70 detection (Mouse, EnvisionTM
kit, Dako France) and anti-rat secondary sera for Hsc70
(Dako France) prior to detection (Rabbit EnvisionTM kit,
Dako France). The labelled slices were dehydrated and
mounted using Eukitt. Three digital images were taken
for each hRE. HSP expression (labelling intensity) in sam-
ples was analysed as a percentage of HSP expression in the
positive controls using aphelion image analysis software.
Statistical analysis
The nonparametric Mann–Whitney unpaired test was used.
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J, Harmand MF, Bézian JH, Maleville J & Taieb A
(1992) Production of epidermal sheets in a serum free
culture system: a further appraisal of the role of extra-
cellular calcium. J Dermatol Sci 3, 111–120.
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37 Adlkofer F, Tauber R, Rüdiger HW, Wobus AM, Trillo
A, Leszczynski D, Kolb HA, Lagroye I, Bersani F, Kus-
ter N et al. (2005) Risk evaluation of potential environ-
mental hazards from low energy electromagnetic
field exposure using sensitive in vitro methods.
http://www.verum-foundation.de/www2004/html/
pdf ⁄ euprojekte01 ⁄REFLEX_Final%20Report_Part%
201.pdf.
38 Beere HM (2004) ‘The stress of dying’: the role of heat
shock proteins in the regulation of apoptosis. J Cell Sci
117, 2641–2651.
39 Morimoto RI (2002) Dynamic remodeling of tran-
scription complexes by molecular chaperones. Cell 110,
281–284.
40 Hansen LK, Houchins JP & O’Leary JJ (1991) Differen-
tial regulation of HSC70, HSP70, HSP90 alpha, and
HSP90 beta mRNA expression by mitogen activation
and heat shock in human lymphocytes. Exp Cell Res
192, 587–596.
41 McDonough H & Patterson C (2003) CHIP: a link
between the chaperone and proteasome systems. Cell
Stress Chaperones 8, 303–308.
42 Terlecky SR, Chiang HL, Olson TS & Dice JF (1992)
Protein and peptide binding and stimulation of in vitro
lysosomal proteolysis by the 73-kDa heat shock cognate
protein. J Biol Chem 267, 9202–9209.
43 Agarraberes FA & Dice JF (2001) A molecular chaper-
one complex at the lysosomal membrane is required for
protein translocation. J Cell Sci 114, 2491–2499.
44 Ward WF (2000) The relentless effects of the aging pro-
cess on protein turnover. Biogerontology 1, 195–199.
44a Tanabe H, Kumagai N, Tsukahara T, Ishiura S, Komi-
nami E, Nishina H & Sugita H (1991) Changes of lyso-
somal proteinase activities and their expression in rat
cultured keratinocytes during differentiation. Biochim
Biophys Acta 1094, 281–287.
44b Sarafian V, Jans R & Poumay Y (2006) Expression of
lysosome-associated membrane protein 1 (Lamp-1) and
galectins in human keratinocytes is regulated by differ-
entiation. Arch Dermatol Res 298, 73–81.
44c Cristofalo VJ, Pignolo RJ & Rotenberg MO (1992)
Molecular changes with in vitro cellular senescence. Ann
N Y Acad Sci 663, 187–194.
45 Cuervo AM & Dice JF (2000) Age-related decline in
chaperone-mediated autophagy. J Biol Chem 275,
31505–31513.
46 Fonager J, Beedholm R, Clark BF & Rattan SI (2002)
Mild stress-induced stimulation of heat-shock protein
synthesis and improved functional ability of human
fibroblasts undergoing aging in vitro. Exp Gerontol 37,
1223–1228.
47 Hang H & Fox MH (1996) Levels of 70-kDa heat shock
protein through the cell cycle in several mammalian cell
lines. Cytometry 25, 367–373.
48 Kregel KC (2002) Heat shock proteins: modifying fac-
tors in physiological stress responses and acquired ther-
motolerance. J Appl Physiol 92, 2177–2186.
49 Samali A, Holmberg CI, Sistonen L & Orrenius S
(1999) Thermotolerance and cell death are distinct cellu-
lar responses to stress: dependence on heat shock pro-
teins. FEBS Lett 461, 306–310.
50 Mosser DD & Bols NC (1988) Relationship between
heat-shock protein synthesis and thermotolerance in
rainbow trout fibroblasts. J Comp Physiol [B] 158,
457–467.
51 Haire RN, Peterson MS & O’Leary JJ (1988) Mitogen
activation induces the enhanced synthesis of two heat-
shock proteins in human lymphocytes. J Cell Biol 106,
883–891.
52 Wu BJ & Morimoto RI (1985) Transcription of the
human hsp70 gene is induced by serum stimulation.
Proc Natl Acad Sci USA A82, 6070–6074.
GSM-900 and cell stress in skin models S. Sanchez et al.
16 FEBS Journal (2006) ª 2006 The Authors Journal compilation ª 2006 FEBS
53 Diehl JA, Yang W, Rimerman RA, Xiao H & Emili A
(2003) Hsc70 regulates accumulation of cyclin D1 and
cyclin D1-dependent protein kinase. Mol Cell Biol 23,
1764–1774.
54 Borrelli MJ, Stafford DM, Karczewski LA, Rausch
CM, Lee YJ & Corry PM (1996) Thermotolerance
expression in mitotic CHO cells without increased trans-
lation of heat shock proteins. J Cell Physiol 169, 420–
428.
55 Edwards MJ, Nazmi N, Mower C & Daniels A (1999)
Hsp72 antigen expression in the proliferative compart-
ment of involved psoriatic epidermis. J Cutan Pathol 26,
483–489.
56 Laplante AF, Moulin V, Auger FA, Landry J, Li H,
Morrow G, Tanguay RM & Germain L (1998) Expres-
sion of heat shock proteins in mouse skin during wound
healing. J Histochem Cytochem 46, 1291–1301.
57 Bowers W, Blaha M, Alkhyyat A, Sankovich J, Kohl J,
Wong G & Patterson D (1999) Artificial human skin:
cytokine, prostaglandin, Hsp70 and histological
responses to heat exposure. J Dermatol Sci 20, 172–182.
58 Pacini S, Ruggiero M, Sardi I, Aterini S, Gulisano F &
Gulisano M (2002) Exposure to global system for
mobile communication (GSM) cellular phone radiofre-
quency alters gene expression, proliferation, and mor-
phology of human skin fibroblasts. Oncol Res 13, 19–
24.
59 Diem E, Schwarz C, Adlkofer F, Jahn O & Rüdiger H
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L’article 2 traite des effets biologiques possibles du signal de téléphonie mobile GSM-1800 
sur les cellules de la peau, en comparaison aux effets des rayons ultraviolets UVB et d’un 
choc thermique. Le signal GSM-1800 étant plus élevé en fréquence que le GSM-900, 
l’absorption d’énergie lors d’une communication devient alors plus superficielle, l’hypothèse 
d’une action plus prononcée au niveau de la peau s’avançait. Cet article présente les résultats 
d’expérimentations in vitro sur deux types de modèles cellulaires cutanés cultivés en 
monocouches : des cellules primaires épidermiques (kératinocytes) et dermiques 
(fibroblastes). 
Nous avons supposé que le signal GSM-1800 en exposition continue (2 W/kg, 48 heures) 
pouvait être un agent stressant et cette hypothèse a été testée par la détection de différents 
paramètres caractéristiques d’une réponse au stress : l’induction d’apoptose (détection de 
phosphatidylsérines membranaires par un marquage Annexine V) et la variation d’expression 
de protéines de choc thermique (HSP, Hsc70, Hsp27 et Hsp70) en comparaison à une 
exposition aux UVB ou à un choc thermique. 
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In Vitro Study of the Stress Response of Human Skin Cells to
GSM-1800 Mobile Phone Signals Compared to UVB Radiation and
Heat Shock
S. Sanchez,1 E. Haro, G. Ruffié, B. Veyret and I. Lagroye
PIOM, Laboratory of Bioelectromagnetics, UMR 5501 CNRS, ENSCPB, Pessac, France
Sanchez, S., Haro, E., Ruffié, G., Veyret, B. and Lagroye,
I. In Vitro Study of the Stress Response of Human Skin Cells
to GSM-1800 Mobile Phone Signals Compared to UVB Ra-
diation and Heat Shock. Radiat. Res. 167, 000–000 (2007).
The evolution of mobile phone technology is toward an in-
crease of the carrier frequency up to 2.45 GHz. Absorption
of radiofrequency (RF) radiation becomes more superficial as
the frequency increases. This increasingly superficial absorp-
tion of RF radiation by the skin, which is the first organ ex-
posed to RF radiation, may lead to stress responses in skin
cells. We thus investigated the expression of three heat-shock
proteins (HSP70, HSC70, HSP27) using immunohistochemis-
try and induction of apoptosis by flow cytometry on human
primary keratinocytes and fibroblasts. A well-characterized
exposure system, SXC 1800, built by the IT’IS foundation was
used at 1800 MHz, with a 217 Hz modulation. We tested a
48-h exposure at an SAR of 2 W/kg (ICNIRP local exposure
limit). Skin cells were also irradiated with a 600 mJ/cm2 single
dose of UVB radiation and subjected to heat shock (45C, 20
min) as positive controls for apoptosis and HSP expression,
respectively. The results showed no effect of a 48-h GSM-1800
exposure at 2 W/kg on either keratinocytes or fibroblasts, in
contrast to UVB-radiation or heat-shock treatments, which
injured cells. We thus conclude that the GSM-1800 signal does
not act as a stress factor on human primary skin cells in
vitro.  2007 by Radiation Research Society
INTRODUCTION
Environmental exposure to low-level radiofrequency
(RF) fields has increased very rapidly with the development
of mobile phone communications. The use of RF fields in
daily life has greatly increased, from the first generation of
GSM (Global System for Mobile communication) signals
using a carrier frequency of 900 MHz to the new UMTS
(Universal Mobile Telephone Signal) signal with a carrier
frequency of about 2000 MHz. As a consequence of the
frequency increase, absorption of RF radiation is becoming
1 Address for correspondence: PIOM Laboratory, ENSCPB, 16, avenue
Pey-Berland, F-33607 PESSAC, France; e-mail: s.sanchez@enscpb.fr.
more superficial. Consequently, the skin is the most ex-
posed organ.
Various laboratory studies have been performed to in-
vestigate the possible biological effects of these RF fields.
Previous in vitro studies have demonstrated that, in various
human cells (from embryonic cells to brain or fibroblast
cells), mobile phone signals (835–2450 MHz) induced
changes in gene expression (1–4) even without altering cell
physiology (4) or in protein expression, including expres-
sion of heat-shock proteins (HSPs) (5–8). Other studies
have shown that RF-field exposure affected cell prolifera-
tion, cell cycle or cell growth in various cell types, but only
at high SARs (9, 10). In contrast, other in vitro studies
found no significant biological effects after RF-field expo-
sure at the genomic (11–13), genotoxic (14–18), and pro-
teomic levels (19–24), even at high SAR (25), or on cell
physiology (26).
The aim of the present study was to test the hypothesis
that mobile phone RF fields act as a stressor for cutaneous
cells. These cells show a stress response to ultraviolet (UV)
light (27–30), but the interaction process is different: UV
radiation induces photochemical damage to skin cells, such
as mutations (31) and the formation of pyrimidine dimmers.
The response of the injured epidermis to UV radiation is
manyfold: Melanocytes produce melanin for the protection
of adjacent cells (32–34); the inflammatory response leads
to the release of cytokines and proteins, including heat-
shock proteins (35–37); DNA repair and apoptosis are in-
duced under extreme conditions such as sunburn (38, 39).
We investigated the stress response of human primary
epidermal keratinocytes and dermal fibroblasts after expo-
sure to GSM-1800 signals by assessing HSP expression and
induction of apoptosis in these cells.
HSPs are 15–110-kDa proteins. In the skin, the major
HSPs are HSP70 (cognate and inducible forms) (37, 40,
41) and HSP27 (expressed in a constitutive way and in-
volved in cell differentiation) (42, 43). Other HSPs, how-
ever, such as the 90-kDa form (44), are expressed in the
skin and have a role in protein folding. The ubiquitous char-
acter of these HSPs and the fact that they are induced after
stress make HSPs good markers for the evaluation of the
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stress response. Programmed cell death or apoptosis is also
a well-known stress end point (33, 45–47). We focused our
work on one stage of apoptosis, i.e. the asymmetrical ex-
pression of phosphatydylserine proteins at the membrane
level, characterizing the process of apoptosis from early to
late stages (47–49).
In this work, we tested the hypothesis that a 48-h GSM-
1800 exposure could be an environmental stressor for hu-
man epidermal and dermal cells, like known stressors such
as heat shock or UVB radiation.
MATERIALS AND METHODS
Human Cutaneous Primary Isolated Cells
Human normal epidermal keratinocytes (NHEK) and dermal fibroblasts
(NHDF) were purchased from Cambrex (Verviers, Belgium).
Cells were cultured at 37C in a humidified atmosphere of 95% air/
5% CO2, and the culture medium was changed every 2 days. NHEK cells
were grown in keratinocyte growth medium (KGM, Cambrex) and NHDF
cells were cultured in fibroblast growth medium (FGM, Cambrex). All
cells were used between the second and sixth passage. Experiments were
performed at the same time for the different groups: GSM-exposed/sham-
exposed, UVB-exposed/incubator control, and heat-shock-exposed/incu-
bator control cells.
SXC-1800 Exposure System
The exposure system was the SXC-1800 waveguide (IT’IS-Foundation,
Zürich, Switzerland). In this setup, R18 hollow rectangular waveguides
operating at a frequency of 1800 MHz were used. On one side of the
waveguide is a coupler with a tuner; a shortcut is on the other side. For
loading the setup, the shortcut can be removed easily and the whole cell
dish holder can be placed inside. Six petri dishes can be exposed simul-
taneously at the H-field maxima. Two waveguides (exposed, sham-ex-
posed) are placed inside a commercial incubator to ensure constant en-
vironmental conditions (37C, 95% air/5% CO2, 95% humidity). The tem-
perature and SAR are monitored at the location of the dishes during
exposure (50, 51). In these experiments, the temperature difference be-
tween the two waveguides never exceeded 0.1C. To enable blind expo-
sures, the computer randomly determined which of the two waveguides
was exposed. The electric field was monitored continuously. All experi-
ments were performed at a carrier frequency of 1800 MHz with contin-
uous exposure. The signal consisted of rectangular pulses with a repeti-
tion frequency of 217 Hz and a duty cycle of 1:8, yielding frames 4.61
ms long, each including a 576-s burst. Since every 26th frame is idle,
an 8 Hz modulation component is integrated in the signal.
An average specific absorption rate (SAR) of 2 W/kg was selected,
corresponding to the local exposure limit of ICNIRP (52, 53).
GSM-1800 Exposure Conditions
Cell cultures that were at least 80% confluent were exposed. The petri
dishes were placed in the waveguides at least 2 h before the start of
exposure. The cells were exposed at 2 W/kg for 48 h. After exposure,
the cells were detached with trypsin/EDTA (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France) and suspended in cold fresh PBS without Ca2 and Mg2 (Invi-
trogen) for the apoptosis assay or fixed immediately with 4% parafor-
maldehyde (Sigma, St. Quentin Fallavier, France) for the HSP assay.
Positive Controls
To ascertain that the in vitro culture models we used could undergo
apoptosis or overexpress HSPs, positive controls were included in the
experiment.
Ultraviolet radiation. UV B-radiation exposure was used as the positive
control for apoptosis induction in skin cells (320 nm, 600 mJ/cm2 single
dose, Bio-Link BLX-E, Vilbert Lourmat, Fisher Bioblock, Illkirch,
France). Briefly, cells were washed once with PBS without Ca2/Mg2,
then exposed to UVB radiation in the same buffer. After exposure, PBS
without Ca2/Mg2 was removed and replaced with fresh culture medium,
and cells were replaced in the culture incubator for 48 h.
Heat shock. Heat (45C in a water bath, for 20 min) was used as the
positive control for HSP expression in skin cells. Briefly, cultures were
washed once with PBS without Ca2/Mg2. A volume of fresh culture
medium supplemented with 10 M Hepes (Invitrogen) was placed in a
water bath at 45C before the heat shock. Then the culture medium was
removed from the petri dishes and replaced with the warm Hepes culture
medium. The petri dishes were immediately placed in the water bath for
20 min. After the heat shock, the Hepes medium was removed and re-
placed with fresh normal culture medium and the cells were replaced in
the culture incubator for 2, 4, 6, 24 or 48 h.
Detection of Apoptosis
Apoptosis was detected using flow cytometry (FACScan, Becton Dick-
inson, Erembodegem, Belgium) and two markers: Annexin V-FITC
(green fluorescence) and propidium iodide (PI, red fluorescence)
(ApopTEST, Dako, Trappes, France). Annexin V detects the phospha-
tydylserine externalization at the membrane level. PI intercalates in the
DNA molecule, entering only permeabilized, i.e. necrotic, cells. We were
thus able to discriminate the apoptotic cells from the necrotic and viable
cells.
More specifically, PI-negative/Annexin V-negative cells were consid-
ered to be viable cells, while the PI-negative/Annexin V-positive popu-
lation was considered apoptotic, and all PI-positive cells were considered
to be necrotic.
After treatment (GSM-1800 and sham exposures), the cells were treat-
ed immediately with trypsin/EDTA, centrifuged, suspended in PBS, cen-
trifuged again and counted.
Briefly, 106 cells were washed with PBS without Ca2/Mg2, centri-
fuged and suspended in 96 l cold kit buffer with 1.5 l Annexin
V-FITC solution (25 g/ml) and 2 l PI solution (250 g/ml) and in-
cubated on ice in the dark for 15 min. Flow cytometry analysis took
place within the next hour.
HSP Detection
NHEK and NHDF were cultured on glass strips (14 mm ø) in 24-well
plates.
After GSM-1800 or sham exposure, the cells were fixed with parafor-
maldehyde (4%), washed three times with PBS without Ca2/Mg2, and
maintained at 4C in PBS without Ca2/Mg2 until immunolabeling.
HSPs were assayed in cells fixed in paraformaldehyde (4%) and per-
meabilized with PBS-Triton X100 (0.3%) (Sigma, St Quentin Fallavier,
France). Non-specific loci were saturated by incubating the cells with
PBS-20% horse serum at 37C for 1 h. Then the cells were incubated at
37C for 1 h with primary anti-HSP antibodies diluted 1/200 (mouse anti-
HSP27 and anti-HSP70 monoclonal antibody, rat anti-HSC70 monoclonal
antibody, Stressgen, Tebu, Le Perray en Yvelines, France). After the cells
were washed with PBS without Ca2/Mg2, they were incubated at 37C
for 1 h with either anti-mouse/FITC secondary antibody diluted 1/150
(Sigma) or anti-rat/FITC second antibody diluted 1/320 (Sigma). The
glass strips were then mounted on glass slides with Mowiol (Calbiochem,
VWR, Fontenay sous Bois, France). Labeling controls without the first
anti-HSP antibody were included. HSP expression was analyzed by de-
tecting fluorescence under a microscope. Four pictures were taken for
each strip, and the fluorescence intensity was analyzed using Aphelion
image analysis software (ADCIS, Hérouville Saint-Clair, France). Mean
fluorescence intensity (arbitrary units) was calculated for each strip in
each condition (GSM-1800, sham and label or positive control).
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FIG. 1. Panel A: Detection of apoptosis in NHEK cells. Viable, apo-
ptotic and necrotic cells were detected by flow cytometry after exposure
to 2 W/kg GSM-1800 for 48 h (six independent experiments, each con-
taining sham- and GSM-exposed groups). The positive controls for ap-
optosis used a single UVB-radiation exposure at 600 mJ/cm2, apoptosis
was assayed 48 h after exposure [three independent experiments each
containing incubator control (incubator CTR) and UVB-radiation-ex-
posed groups]. Panel B: HSP detection in NHEK cells. HSC70, HSP27
and HSP70 were detected by immunofluorescence and image analysis
after exposure to 2 W/kg GSM-1800 for 48 h (eight independent duplicate
experiments). The positive controls for HSP induction used a single heat
shock (45C, 20 min). HSP expression was assayed up to 48 h after
exposure (three to six independent duplicate experiments).
Statistical Analysis
The non-parametric Mann-Whitney unpaired test was performed on
decoded data using Statview software once all complete analyses were
available. All P values 0.05 were considered statistically significant.
RESULTS
Exposure to UVB Radiation, Heat Shock or GSM-1800
Basic Signal and Stress Response in Human
Epidermal Cells
Keratinocytes are the main cell type in the epidermis and
the first to be injured when exposed to an environmental
stress such as UVB radiation. They react to stress in dif-
ferent ways, including the expression of several cytokines
and proteins such as HSPs, and they can ultimately undergo
apoptosis. As shown in Fig. 1A, flow cytometry analysis
showed significant changes in the frequency of apoptotic
cells after UV irradiation: 48 h after exposure, a single 600
mJ/cm2 UVB-radiation exposure induced a large and sig-
nificant increase in the frequency of apoptotic cells (53 
13% for UVB radiation compared to 16  4% for incubator
control cells; n  3, P  0.03) and an increased but non-
significant frequency of necrotic keratinocytes (13  4%
for UVB radiation compared to 5  4% for incubator con-
trol cells, P  0.15). A corresponding significant decrease
in cell viability was observed (34  9% and 79  2%, for
UVB irradiation and incubator controls, respectively, P 
0.03). In contrast, the percentage of the different keratino-
cyte populations (viable, apoptotic and necrotic cell popu-
lations) did not vary after a 48-h GSM-1800 exposure com-
pared to sham conditions (viable cells, P  0.74; apoptotic
cells, P  0.42; and necrotic cells, P  0.87 for GSM-
1800 compared to sham and six independent experiments).
Heat shock altered the expression of HSPs (three to six
independent experiments). In Fig. 1B, we observed no dif-
ference in HSP expression between incubator controls and
sham-exposed cells (P  0.72 for HSC70, P  0.72 for
HSP27, P  0.13 for HSP70). However, HSP70 was the
only protein whose expression was significantly affected
from 2 to 48 h after exposure. Hence the fluorescence quan-
tification gave 3.5  0.2 arbitrary units for the HSP70 ex-
pression in sham conditions compared to 8.3  1.7 arbi-
trary units in heat shock  2 h cells (P  0.004), 7.1 
0.6 arbitrary units in heat shock  4 h cells (P  0.002),
8.8  1.7 arbitrary units in heat shock  6 h cells (P 
0.006), and 11.6  1.3 arbitrary units in heat shock  48
h cells (P  0.014). Fluorescence analysis of HSP labeling
did not show any significant changes in HSC70 and HSP27
expression after heat shock compared to sham conditions
(HSC70, P  0.92; HSP27, P  0.6; HSP70, P  0.83).
However, we found that patterns of HSC70 and HSP27 ex-
pression (Fig. 2A and B) were different after heat shock.
In the case of HSC70, the basal expression was both cy-
toplasmic and nuclear, while it was essentially nuclear 2 h
after heat shock. HSC70 expression became more intense
at the nuclear level at 6 h after heat shock, while expression
became weaker and returned to a back nucleo-cytoplasmic
pattern after 48 h. HSP27 localization was also modified as
it moved from a cytoplasmic to a perinuclear/nuclear lo-
calization 4 h after heat shock. After 48 h, the fluorescence
was back in the cytoplasm and seemed to be even more
intense when it reached the nucleus. It is notable that ke-
ratinocytes are able to differentiate from basal keratinocytes
to corneocytes, which are dead keratinized cells. This dif-
ferentiation involves numerous cell processes, such as
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FIG. 2. HSP patterns of expression in NHEK. Panel A: Heat-shock (HS) treatment. INC: Control incubator cells (without any treatment), HS‘‘x’’h:
heat-shocked cells and allowed to recover ‘‘x’’ h after heat shock; original magnification 200. Panel B: Heat-shock treatment; original magnification
1000. Panel C: GSM-1800 exposure. GSM: cells exposed in the active waveguide (2 W/kg, 37.0  0.1C, 48 h). Sham: cells placed in the non-
active waveguide (0 W/kg, 37.0  0.1C, 48 h). Left panel: original magnification 200, right panel: original magnification 1000.
lengthening, enlarging and expression of some proteins
such as HSP27. In our images, some differentiating cells
were present and showed a strong HSP27 labeling with a
specific morphological shape. However, we only focused
on proliferating keratinocytes in the present study.
After GSM-1800 exposure (Fig. 1B), the level of HSP
expression in epidermal cells did not vary. Figure 2C shows
that whatever the exposure condition (control incubator
cells, sham or GSM-1800) and whatever the protein, the
localization of HSPs was similar. No alteration in the HSP
expression pattern was thus observed in human keratino-
cytes and fibroblasts after GSM-1800 exposure.
Name /rare/167_314        01/11/2007 12:36PM     Plate # 0-Composite pg 111   # 5
GSM-1800 AND CELL STRESS RESPONSE IN THE SKIN
Allen Press • DTPro System GALLEY 111 File # 14TQ
FIG. 3. Panel A: Detection of apoptosis in NHDF cells. Viable, apo-
ptotic and necrotic NHDF cells were detected by flow cytometry after
exposure to 2 W/kg GSM-1800 for 48 h (six independent experiments,
each containing sham- and GSM-exposed groups). The positive controls
for apoptosis were obtained using a single UVB-radiation exposure at
600 mJ/cm2, apoptosis was assayed 48 h after exposure [three indepen-
dent experiments each containing incubator control (Incubator CTR) and
UVB-irradiated groups]. Panel B: HSP detection in NHDF cells. HSC70,
HSP27 and HSP70 were detected by immunofluorescence and image
analysis in NHDF cells after exposure to 2 W/kg GSM-1800 for 48 h
(six independent duplicate experiments). The positive controls for HSP
induction used a single heat shock (45C, 20 min). HSP expression was
assayed up to 48 h after exposure (three to six independent duplicate
experiments).
Exposure to UVB Radiation, Heat Shock or GSM-1800
Basic Signal and Stress Response in Human Dermal Cells
The fibroblasts are the main cell type in the dermis and,
due to their distribution in the skin, are injured at a delayed
stage.
As shown in Fig. 3A, a significant increase was seen in
the frequency of apoptotic (25.0  0.9% UVB radiation
compared to 8.8  1.2% incubator control cells, P  0.02)
and necrotic cells (9.7  3.1% UVB radiation compared to
1.4  0.3% incubator control cells, P  0.02) 48 h after a
single UVB-radiation exposure. Concomitantly, a signifi-
cant decrease was obtained in the frequency of viable cells
(65  4% UVB radiation compared to 80  1% incubator
control cells, P  0.02). In contrast, a 48-h GSM-1800
exposure did not induce apoptotic or necrotic processes in
fibroblasts compared to sham-exposed cells (viable cells, P
 0.87; apoptotic cells, P  0.75; necrotic cells, P 	 0.99).
The fluorescence analysis of HSP expression after heat
shock showed a significant overexpression of all HSPs in
fibroblasts. As shown in Fig. 3B, no difference in HSP
expression was observed in incubator control and sham-
exposed cells (P  0.75 for Hsc70, P  0.75 for Hsp27,
P 	 0.99 for Hsp70). In contrast, overexpression was seen
for each HSP up to 48 h after heat shock. For instance,
after 48 h of recovery, the level of HSC70 expression was
8.6  0.7 arbitrary units for heat-shock conditions com-
pared to 5.0  0.7 arbitrary units for sham conditions (P
 0.02). The level of HSP27 expression was 10.1  2.6
arbitrary units 48 h after heat shock compared to 5.0  0.8
arbitrary units in sham-exposed samples (P  0.04), and
the HSP70 level was 18.6  9.6 and 2.3  0.1 arbitrary
units in cells that recovered for 48 h after heat shock and
in sham-exposed samples, respectively (P  0.02). More-
over, increases in HSP expression were coupled with
changes in expression patterns. Figure 4A shows HSP ex-
pression in normal conditions (incubator control cells) and
up to 48 h after heat shock. We observed (Fig. 4B) that the
cytoplasmic and perinuclear basal expression of HSC70
was coupled with a more intense nuclear signal 2 to 6 h
after heat shock with some specific granules in the nucleus.
Although the expression went back to basal levels 48 h
after heat shock, the signal was higher than under normal
conditions. The cytoplasmic and perinuclear pattern of
HSP27 observed in keratinocytes was also noted in untreat-
ed fibroblasts; however, the pattern was stronger and more
nuclear 4 h after heat shock and reached a perinuclear ex-
pression at 6 h of recovery. After 48 h of recovery, the
HSP27 expression pattern went back to normal, with a
strong labeling as compared to untreated cells. A very weak
HSP70 expression could be seen in untreated cells. Two
hours after heat shock, however, HSP70 was expressed in
the cytoplasm and was significantly overexpressed after 48
h with a strong nuclear pattern.
GSM-1800 exposure did not affect HSP expression in
human dermal cells, as shown by the fluorescence analysis
(Fig. 3B). We also observed that the expression pattern of
each HSP did not vary in cells exposed to GSM-1800 com-
pared to sham-exposed cells (Fig. 4C).
In summary, a 48-h exposure of human primary skin
cells to GSM-1800 did not have any effect comparable to
that of a 20-min heat shock.
DISCUSSION
In our study, the stress induced by a GSM-1800 signal
in skin cells was investigated and compared to the stress
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FIG. 4. patterns HSP of expression in NHDF cells. Panel A: Heat-shock (HS) treatment. INC: Incubator control cells (without any treatment),
HS‘‘x’’h: heat-shocked cells allowed to recover ‘‘x’’ h after heat shock; original magnification 200. Panel B: Heat-shock treatment, original
magnification 1000. Panel C: GSM-1800 exposure. GSM: cells exposed in the active waveguide (2 W/kg, 37  0.1C, 48 h), Sham: cells placed in
the non-active waveguide (0 W/kg, 37  0.1C, 48 h). Left panel: original magnification 200; right panel: original magnification 1000.
experienced after UVB irradiation and heat-shock treat-
ment.
We found that human primary skin cells did not undergo
apoptosis after exposure to the GSM-1800 mobile phone
signal. Most of the work published previously reported that
RF radiation from mobile communications did not lead to
cell apoptosis. The only report available on the effects of
intermittent 1800 MHz signals (GSM basic and transmis-
sion or talk modulations) on apoptosis in vitro showed no
induction of apoptosis after a 44-h exposure to GSM-1800
or combined exposure to the apoptosis-inducing agent 2-de-
oxy-D-ribose and GSM-1800 in human peripheral blood
cells at 1.4 and 2.0 W/kg (54).
The effects on apoptosis of low-level RF radiation at
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different frequencies have also been published. Very re-
cently, no significant induction of apoptosis was observed
in human IMR-90 fibroblasts (isolated from fetal lungs) and
human glioblastoma A172 cells exposed to modulated or
CW RF fields at 1.425 GHz for up to 48 h (55). Gurisik et
al. (56) did not observe any effects on gene expression
(microarrays), on heat-shock protein levels, on cell cycle
distributions, and on apoptosis in cells of the neuroblastoma
cell line SK-N-SH exposed to a GSM-900 signal at 0.2
W/kg. Moreover, they did not find any changes in cell vi-
ability and cell cycle in cells of the macrophage U937 cell
line under the same exposure conditions.
Another group found no apoptosis, as detected with
DAPI and TUNEL staining and caspase 3 activity, in SH-
SY5Y human neuroblastoma cells exposed for 24 h to
GSM-900 (2 W/kg CW; 0.25 W/kg GSM) (57).
Recently, a slight increase in one of the parameters of
apoptosis tested (phosphatidylserine pool on outer plasma
membrane) was reported in human lymphocytes exposed to
GSM-modulated fields but not to continuous-wave fields at
900 MHz (58). Other groups used neuroblastoma cells (5)
or Molt-4 lymphoblastoid cells (15) and found no pro-ap-
optosis effects of GSM-900 exposure.
In contrast, induction of apoptosis was found in human
epidermoid cancer KB cells exposed to a 3.6 W/kg 1.95
GHz signal for 3 h (60) and in mutant yeast exposed to a
combination of UVB radiation and amplitude-modulated
835 MHz and 900 MHz RF fields (3 and 0.4 W/kg, re-
spectively) (61). Therefore, further investigations of (iso-
thermal) exposure levels above 2 W/kg and on synergistic
effects is warranted.
Apoptosis is known as a highly regulated process and
involves a number of factors. For instance, HSP proteins
such as HSP70 may be pro- or anti-apoptosis, depending
on the cell type (62–66). Therefore, in parallel with detec-
tion of apoptosis, the present study also focused on HSP
expression in skin cells.
Our results showed that the HSP expression pattern was
altered after heat shock: A nuclear translocation of HSPs
was seen starting 2 h after exposure and for up to 48 h. In
contrast, we did not observe any change in HSP patterns
after a 48-h exposure to GSM-1800.
Increases in HSP expression were reported in the litera-
ture in other cell types or in non-mammalian animal models
after exposure to mobile phone signals (8, 67–70). How-
ever, the previously reported induction of HSP16 in a trans-
genic worm system after exposure to low-intensity micro-
waves (67) was recently demonstrated to be linked to a
slight temperature rise in the exposure system (71). The
threshold for HSP induction as a response to RF fields was
found at 7.5 W/kg SAR in the rat brain (68) and 20
W/kg in MO54 cells (8); these effects are thus probably
linked to a thermal effect. In contrast, most of the recent
papers reported negative results on the effects of RF fields
on different cell types (5, 11, 20, 23, 54, 58), in agreement
with our findings. Moreover, our results on human primary
skin cells are in agreement with those showing no alteration
of rat skin after a single or repetitive local exposure to
GSM-1800 in vivo (72, 73).
It is worth emphasizing that in this study, we used pri-
mary cells (from second to the sixth passage); these cells
are isolated directly from human samples and are therefore
closer to the actual skin metabolism than skin cell lines.
For instance, primary keratinocytes are able to differentiate
and their time in culture is therefore short compared to cell
lines. Apoptosis is a known reaction of skin primary cells
exposed to UV radiation, and it was found to be altered in
cell lines, where enhancement as well as inhibition of the
process of apoptosis were described (74, 75).
In the present work, we studied the potential biological
effects of a GSM-1800 signal on normal primary skin cells.
Based on our results on apoptosis and HSP expression, we
found no evidence for the existence of a stress response in
normal human skin cells after GSM-1800 exposure under
our exposure conditions (2 W/kg, 37.0  0.1C, 48 h).
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L’article 3 traite des effets génotoxiques potentiels du signal GSM-1800 sur la peau et le 
système nerveux central. La génotoxicité des ondes électromagnétiques est une question de 
plus en plus récurrente et de nombreuses publications ont déjà abordé le sujet sur différents 
modèles cellulaires notamment sur des souches lymphocytaires. Ici, l’approche in vitro a 
consisté à étudier des cellules primaires humaines dermique de peau (fibroblastes) et des 
lignées humaines nerveuses provenant de neuroblastome, SH-SY5Y et de gliome, CHME-5. 
Nous avons supposé dans cette étude que le signal GSM-1800, au DAS de 2 W/kg, pouvait 
être un agent stressant et génotoxique et cette hypothèse a été testée sur deux modes 
d’exposition : continu et intermittent (5 min ON / 10 min OFF) sur des temps d’exposition 
variant de 1 heure à 48 heures. La génotoxicité a été évaluée par le test alcalin de comètes qui 
détecte les cassures simples et doubles brins de l’ADN. La mise en évidence de lésions 
sérieuses de l’ADN dans les modèles cellulaires testés a été réalisée par le biais d’exposition 
aux UVB pour les fibroblastes et de traitement au Tert-Butyl peroxyde pour les cellules 
nerveuses. Les analyses ont été réalisées sur deux lames contenant deux cercles de dépôt par 
échantillon. L’analyse des comètes a été faite sur au moins 100 cellules à l’aide du logiciel 
CometScore. 
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There is still some debate about potential DNA damages caused by radiofrequency radiation 
(RFR) emitted by mobile phones, particularly with intermittent exposure. We therefore 
investigated in vitro the potential genotoxic effects of continuous or intermittent GSM-1800 
exposure at 2 W/kg during 1 to 48 hours. Human primary dermal fibroblasts and human brain 
cell lines, CHME-5 and SH-SY5Y, were exposed and DNA single-strand breaks were 
detected using the alkaline comet assay. Human cells were exposed to GSM-1800 under blind 
conditions using the SXC-1800 system built at IT’IS, and to ultraviolet radiation or Tert-butyl 
hydroxyperoxide used as positive controls. Immediately after exposure, the cells were treated 
for the comet assay. At least hundred comets per exposure condition were analyzed, using the 
CometScore™ software. Two parameters, i.e. the percentage of DNA in the tail of comets and 
the Olive moment were considered in the analysis. Our results showed that exposure to 
continuous or intermittent GSM-1800 did not result in induction of DNA damage whatever 








Exposure of mammalian cells to genotoxic stress activates an intricate network of processes 
collectively known as DNA damage response [Stergiou and Hengartner, 2004] with three 
main components: (i) processes that sense, signal and repair DNA damage are activated 
following exposure to DNA damaging agents; the function of these processes is to restore the 
integrity and accuracy of the DNA sequence; (ii) molecules that sense and signal DNA 
damage are linked with cell-cycle checkpoint mechanisms; the function of resulting cell-cycle 
blocks is to allow repair events to take place; (iii) some of the above mechanisms are linked to 
the control of apoptosis and cells with irreparable DNA damage are stimulated to enter the 
apoptotic pathways.  
DNA damaging agents are numerous in the environment (e.g., UV radiation, heavy metals, 
chemicals), but the effects of radiofrequency radiation (RFR) emitted by mobile phones is still 
under debate. The increase in carrier frequency of mobile telephony signals (from 900 to 2000 
MHz) causes a more superficial absorption [Keshvari and Lang, 2005]. Consequently, during 
mobile phone use, the skin is the organ that is most exposed.  
Some recent in vitro work has shown that exposing lymphocytes to 900 MHz mobile phone 
signals could be deleterious to DNA [Marinelli et al., 2004; Tice et al., 2002], while most 
other studies concluded in the absence of genotoxic effects [Hook et al., 2004; Li et al., 2001; 
Malyapa et al., 1997; Scarfi et al., 2006; Stronati et al., 2006; Zeni et al., 2003; Zeni et al., 
2005]. To date, only two published papers have dealt with genotoxic effects of 1800-MHz 
RFR exposure [Diem et al., 2005; Tice et al., 2002]. It has been suggested that intermittent 
exposures or modulated signals could affect cells more than continuous exposures or non-
modulated signals [Diem et al., 2005; Pacini et al., 2002]. Clarifying these contradictory 
results is warranted before concluding about in vitro genotoxic effects of RFR exposure.  
With the aim of testing the hypothesis that RFR induce genotoxic damage, we investigated 
DNA damage in human primary dermal fibroblasts and human brain cell lines, CHME-5 
(microglial cells) and SH-SY5Y (neuroblastoma cells), after 1- to 48-hour GSM-1800 
exposure at 2 W/kg – the Specific Absorption Rate (SAR) limit recommended in the 1998 
ICNIRP guidelines for public local exposure limits) [ICNIRP, 1998] - with or without 
intermittence (5 minutes ON / 10 minutes OFF), and a comparison was made with the effects 
of UVB exposure or chemical treatment with Tert-Butyl hydroxyperoxide. Two parameters 
were calculated: the percentage of DNA in the tail of the comets and the Olive moment. Both 
were obtained using the CometScore™ comet scoring software.  
By using human skin and nerve cells one may approach the real conditions of public exposure 
to mobile communication sources. In this work, we screened DNA damage in cells using the 
alkaline comet assay to increase the knowledge on potential genotoxic effects in vitro of 
continuous or intermittent GSM-1800 signal. 
 
  
2- Materials and Methods 
 




All cells were cultured at 37°C, 5% CO2, in a humidified atmosphere in a culture incubator 
with a renewal of medium every two days. 
Normal human primary.dermal fibroblasts (NHDF) extracted from adult skin biopsies were 
purchased from Cambrex (Verviers, Belgium). They were allowed to grow in Fibroblasts 
Growth Medium (FGM, Cambrex, Verviers, Belgium). Cells came from female donors aged 
from 29 to 58 years and were used in experiments from the second to the sixth passage.  
The CHME-5 human microglial cell line was obtained after transfection with the T-antigen of 
the SV-40 virus of human embryonic microglial cells [Peudenier et al., 1991]. Cells were 
cultured in MEM medium (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with 20 mM 
glucose, 4 mM glutamine, 44 mM sodium bicarbonate, 10% foetal calf serum and antibiotics.  
The SH-SY5Y human neuroblastoma cell line was purchased from ECACC (N°94030304, 
Sigma, Bornem, Belgium). Cells were cultured in Ham-F12 medium (Invitrogen, Cergy 
Pontoise, France) supplemented with 15% fetal calf serum, 1% non-essential amino acids and 
antibiotics.  
 
GSM-1800 exposure system 
The exposure system named SXC-1800, was built and maintained by the IT’IS-Foundation 
(Foundation for information Technologies in Society, Zürich, Switzerland). In this setup, R18 
hollow rectangular waveguides operating at 1800 MHz are used. On one side of the 
waveguide is a coupler with a tuner, on the other side is a shortcut. For loading the setup, the 
shortcut can be removed and the whole Petri dish holder is placed inside. Six dishes can be 
exposed simultaneously. Petri dishes are placed at the H-field maxima. Two waveguides 
(exposed and sham-exposed) are placed inside a commercial incubator to ensure constant 
environmental conditions (37 °C, 5% CO2, 95% humidity). In addition, the temperature and 
the SAR are monitored at the location of the dishes during exposure [Schonborn et al., 2001; 
Schuderer and Kuster, 2003]. The temperature difference between the chambers did not 
exceed 0.1°C. To enable blind exposure, a computer determined randomly which of the two 
waveguides was exposed. The fields as well as all other parameters were continuously 
monitored. All experiments were performed at a carrier frequency of 1800 MHz with 
continuous exposure. The applied field was an amplitude-modulated signal with GSM 
rectangular pulses with a repetition frequency of 217 Hz and a duty cycle of 1:8, yielding 
frames of a length of 4.61 ms each including a 576 µs burst. An averaged SAR of 2 W/kg was 
chosen, as it is the local exposure limit recommended by ICNIRP [ICNIRP, 1998].   
 
RFR exposure conditions 
Cell cultures with at least 80% confluence were exposed. The Petri dishes were placed in the 
waveguides at least 2 hours before the start of exposure. The cells were exposed during 1, 24, 
or 48 hours at a SAR of 2 W/kg, under blind conditions. The exposure was continuous or 
intermittent (5 minutes ON – 10 minutes OFF). After exposure, the cells were detached with 
trypsin/EDTA (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) on ice and treated for the comet assay. 
 
Positive controls 
Ultraviolet B (UVB) radiation 
Ultraviolet B exposures were used to provide positive controls for NHDF (320 nm, Vilbert 
Lourmat Bio-Link BLX-E, single dose of 300 mJ/cm2). Briefly, cells were washed once with 
PBS without calcium and magnesium (w/o Ca2+/Mg2+). Then, cells were exposed to UVB in 
PBS w/o Ca2+/Mg2+. After exposure, the PBS was removed and replaced with fresh culture 
medium and cells were replaced in the culture incubator to recover for 4 hours. The cells were 
extracted using a trypsin/EDTA treatment on ice and treated for the comet assay. 
 
Tert-butyl hydroxyperoxide (CAS N°75-91-2)  
CHME-5 cultures were treated for 8 minutes with 37.5 µM tert-butyl hydroxyperoxide to 
induce DNA damage. Immediately after treatment, cells were removed from the dishes using 
Trypsin/EDTA treatment and then treated for the comet assay. 
 
Alka line comet assay 
To detect single strand DNA damages in cells, the alkaline comet assay was used following 
the R&D System’s protocol (Abingdon, United Kingdom). Briefly, once the cells were 
extracted, they were pelleted and resuspended in cold PBS W/O Ca2+/Mg2+. Ten hundred cells 
were melted with 1% low-melting point agarose and placed onto Trevigen® CometSlide™ 
(R&D System, Abingdon, United Kingdom) with a two-ring hydrophobic barrier allowing to 
process two different samples on one slide. After gelling in the dark at 4°C for 20 minutes, 
slides were placed in lysis buffer (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris Base, 1% 
sodium lauryl sarcosinate, and 1% Triton X-100) for 1 hour. Then, the slides were washed 
with distilled water and placed in alkaline buffer (300 mM NaOH, 1 mM EDTA pH 10, 
pH>13) for DNA linearization at room temperature in the dark for 30 minutes and finally 
placed in the electrophoresis apparatus containing electrophoresis buffer (300 mM NaOH, 1 
mM EDTA pH 8, pH >13). DNA migration occurred at 4°C, using 300 mA and 1 V/cm 
during 30 minutes. The slides were then washed with distilled water and placed in 70° alcohol 
for 5 minutes. Finally, slides were allowed to dry at room temperature in the dark and stored 
at room temperature until analysis.  
For comet analysis, slides were rehydrated in a solution containing 5% sucrose, 10 mM 
NaHPO4, and 5% DMSO for 10 minutes and stained with 1 µM YOYO-1 iodide (Molecular 
Probes, Invitrogen, Cergy Pontoise, France). One hundred pictures per slide were taken. Each 
picture was analyzed using the comet CometScore™ scoring software 
(http://autocomet.com/products_cometscore.php). At least 100 comets were analyzed for 
percentage of DNA in the tail and the Olive moment (defined as to the summation of tail 
intensity profile values multiplied by their relative distances to the head center, divided by the 
total comet intensity), for each tested condition. We took care to not score comets from 
apoptotic cells, which are represented by totally damaged cells with only a small amount of 
DNA remaining in the comet head and most of the DNA in the comet tail, All data are 




The Mann-Whitney unpaired test was used for assessing statistical significance, once 




Potential DNA damage in various types of human cells after continuous or intermittent 
exposure to GSM-1800 were assessed using an alkaline comet assay looking for the presence 
of single-strand DNA breaks. 
 
Figure 1 presents the DNA percentage in the comet tail and the Olive moment measured in 
normal human dermal fibroblasts after GSM-1800 or sham exposure. As shown in the 
histograms, the DNA percentage in the comet tail (Figure 1A) did not vary between either 
continuous or intermittent GSM-1800 and sham groups. Moreover, genotoxic damage did not 
occur as a function of exposure duration (1, 24, to 48 hours). The Olive moment histograms 
(Figure 1B) confirmed the above results, showing a lack of genotoxic effect. By contrast, a 
single dose of UVB (300 mJ/cm2) induced a high level of DNA breaks: 29.5±7.4% of DNA in 
the tail of UVB-irradiated cells versus 6.2±0.9% in control cells. The difference was found 
statistically significant for both comet parameters (p<0.05 for both DNA in the tail and Olive 
moment).  
 
As shown in Figure 2, no variations in the percentage of DNA in the comet tail (2A), or in the 
Olive moment (2B) were observed in CHME-5 human brain cells after GSM-1800 exposure, 
whatever the type and duration of exposure. By contrast, the positive control Tert-Butyl 
hydroxyperoxide (37.5 µM) induced significant genotoxic effects (p=0.021) as shown in both 
DNA damage metrics. 
The results obtained in SH-SY5Y human brain cells (Figure 3) showed that these cells were 
not affected by either continuous or intermittent exposure to GSM-1800 signal.  
We however noted a difference in the background amount of DNA damage in the cells tested: 
the percent DNA in the tail of control NHDF comets was found up to 4 fold higher as 
compared to that of control brain cells comets. Beside the cell type, the use of primary cells 
and cell lines could explain the difference. Although apoptotic cells were not analyzed and 
counted in our analysis, we noted the presence of more apoptotic cells in primary cells than in 
brain cell lines (data not shown). 
 
4- Discussion  
A number of papers have been published on the genotoxic effects of mobile phone-
related RFR giving mixed results (see review by Vijayalaxmi and Obe, 2004). GSM-900 and 
American as well as Japanese signals have been studied. By contrast, only few data are 
available on the genotoxic effects of GSM-1800. Pacini et al. [2002] showed that a 24-hour 
exposure to 0.6 W/kg GSM-1800 induced alteration at the molecular level in human 
fibroblasts. Expression of genes involved in mitogenic signal transduction (e.g., MAP kinase 
kinase 3, G2/mitotic-specific cyclin G1), cell growth inhibitors (e.g., transforming growth 
factor-beta), and control of apoptosis (e.g., bax) was found altered. Genotoxic effects of 
GSM-1800 in fibroblasts and granulosa cells were also described in a previous paper: Diem et 
al. [2005] reported  DNA single- and double-strand breaks following continuous or 
intermittent exposure to GSM-1800 at 1.2 or 2.0 W/kg (during 4 to 24 hours) with a larger 
effect with intermittent exposure.  
In the present study, a background for DNA damage was observed in both skin and 
brain cells. As suggested by Vijayalaxmi et al. [2006], S-phase cells that can be found in a 
non-synchronized cell population possibly interfere with the quantification of comets through 
the action on DNA of specific nuclear enzymes, topoisomerases (I and II). These enzymes 
facilitate the unwinding of chromosomes by cutting supercoiled DNA strands just before 
replication and therefore DNA can be expected in the comet tails of control skin and brain 
cells. 
When exposed to low-level RFR, these cells however showed no difference in the 
comet parameters as compared to their respective controls. We thus were especially not able 
to confirm that exposure to 2 W/kg continuous or intermittent GSM-1800 induced genotoxic 
damage in human skin fibroblasts. This discrepancy could, in part, be explained by the use of 
a different protocol for comet analysis. Vijayalaxmi et al. [2005] emphasized that the 
accuracy of the treated data could depend on the comet images analysis, using either eye 
scoring (Diem et al. 2005) or computer analysis (our study) of comets. Such discrepancy was 
also reported for the study of the genotoxic effects of 50 Hz electromagnetic field using eye or 
computer scoring [Ivancsits et al., 2002 and Scarfi et al., 2005, respectively]. 
Moreover, an increase in DNA damage in primary cells under GSM-1800 exposure 
would also have been indicative of human skin primary cell senescence. Ageing of primary 
cells is characterized by phenomena such as alteration of chromosomal stability. 
Chromosomal stability is physiologically controlled by telomeres [Mathieu et al., 2004; 
Slijepcevic and Al-Wahiby, 2005], which are specialized structures at chromosomal ends. The 
loss or lack of telomere induces the instability of the chromosomes and finally the arrest of 
the cell cycle, and apoptosis if it is not repaired [von Zglinicki et al., 2005]. During 
replication, the extremities of DNA might not be replicated completely, causing a progressive 
shortening of the telomeres and progressive DNA breaks. Cell division could continue until 
the cells become unable to multiply. This is the case of normal fibroblasts which are able to 
divide hundred times and then die [Harley et al., 1990]. This phenomenon could, in part, 
explain the higher background DNA damage we observed in control skin primary cells, as 
compared to control brain cell lines. It is thus important to consider these cellular processes 
that affect the interpretation of comet data and may explain the presence of background comet 
tails.  
No detectable difference was seen in the percentage of DNA in the tail, or in the Olive 
moment in both nerve cell lines we studied. To our knowledge, this is the first report on 
possible genotoxic effects of GSM-1800 mobile phone signal on brain cells in vitro. 
However, a recent work reported  that long-term exposure (2 hours per day, 5 days per week, 
2 years) to GSM-900 signal at average whole-body SARs of 0.3 or 0.9 W/kg did not increase 
the genotoxicity of the mutagen and carcinogen 3-chloro-4-(dichloromethyl)-5-hydroxy-
2(5H)-furanone in brain cells of female rats [Verschaeve et al., 2006]. 
In summary, no genotoxic effects were detected after continuous or intermittent 
exposure to 2 W/kg GSM-1800 for up to 48 hours in any of the cell types tested.  Our results 
suggest that GSM-1800 signal from mobile phones do not represent a stress factor for human 
dermal and brain cells in vitro.  
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 Figure 1: DNA damage in normal human dermal fibroblasts after continuous (CONT) or 
intermittent (INT) exposure to the GSM-1800 signal as compared to control cells (CTR) and 
UVB exposed cells. All data are presented as mean ± standard error of n=4 independent 
experiments for 1 h CONT, n=5 independent experiments for 1 h INT, n=7 independent 
experiments for 24 h CONT, n=7 independent experiments for 24 h INT, n=6 independent 
experiments for 48 h INT, n=3 independent experiments for control cells (CTR) and UVB 
treated cells (UVB). 1A shows the percentage of DNA measured in the tail of comets; 1B 
shows the Olive moment measured in the comets. The Mann-Whitney statistical test was 
performed on our data. 
 
Figure 2: DNA damage in CHME-5, a human microglial cell line after continuous (CONT) 
or intermittent (INT) exposure to the GSM-1800 signal. All data are presented as mean ± 
standard error of n=8 independent experiments for 1 h CONT, n=4 independent experiments 
for 1 h INT, n=2 independent experiments for 24 h CONT, n=4 independent experiments for 
24 h INT, n=8 independent experiments for 48 h INT, n=4 independent experiments for 
control cells (CTR) and Tert-Butyl peroxide (TERT BUTYL) treated cells. 2A shows the 
percentage of DNA measured in the tail of comets; 2B shows the Olive moment measured in 
the comets. The Mann-Whitney test was performed on our data. 
 
Figure 3: DNA damage in SH-SY5Y, a human neuroblastoma cell line after continuous 
(CONT) or intermittent (INT) exposure to the GSM-1800 signal. All data are presented as 
mean ± standard error of n=7 independent experiments for 1 h CONT, n=7 independent 
experiments for 1 h INT, n=5 independent experiments for 24 h CONT, n=7 independent 
experiments for 24 h INT, n=6 independent experiments for 48 h INT. 3A shows the 
percentage of DNA measured in the tail of comets; 3B shows the Olive moment measured in 
the comets. The Mann-Whitney test was performed on our data. 
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Résultats complémentaires 
 
Kératinocytes primaires humains épidermiques 
 
Des expériences complémentaires ont été réalisées pour détecter les cassures à l’ADN 
de kératinocytes épidermiques humains primaires (Cambrex, Verviers, Belgique).  
Ces expériences ont concerné des expositions au GSM-1800 en continu et en intermittence 5 
minutes ON / 10 minutes OFF sur des durées de 1 heure ou 24 heures. 
 
Les analyses par test alcalin de comètes ont donné les résultats résumés dans la Figure 26 : 
 
 
Figure 26 : Test des comètes sur des kératinocytes primaires humains exposés en continu ou 
en intermittence (5 minutes ON, 10 minutes OFF) au signal GSM-1800. Au moins 100 comètes 
ont été analysées par condition et par expérience. A : Pourcentage d’ADN dans la queue 
moyenné (moyenne ± erreur standard à la moyenne) des comètes analysées. B : Moment 
d’Olive (moyenne ± erreur standard à la moyenne). n=6 expériences indépendantes pour les 
expositions continues et intermittentes d’1 heure, n=3 expériences indépendantes pour les 
expositions de 24 heures. (Données non publiées) 
 
Nous avons pu observer qu’une exposition continue de 1 heure au signal GSM-1800 
n’induisait pas d’augmentation du pourcentage d’ADN dans la queue des comètes et, par 
conséquent, pas de variation du moment d’Olive. Ainsi, nous avons obtenu 2,24% ± 0,43% 
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d’ADN dans les queues de comètes des cellules exposées au GSM-1800 contre 2,41% ± 
0,59% dans la condition Sham. Nous n’avons donc constaté aucune cassure significative à 
l’ADN dans les kératinocytes humains après une exposition continue d’1 heure en 
comparaison à la condition d’exposition factice et ce, pour six expériences indépendantes.  De 
même, une exposition intermittente (5 min ON/ 10 min OFF) sur une durée de 1 ou 24 heures 
n’entraîne pas de cassures à l’ADN dans 6 ou 3 expériences indépendantes, respectivement. 
Nous notons cependant des différences de pourcentages d’ADN ou de moment d’Olive que 
l’on peut attribuer à des différences de cultures. En effet, les kératinocytes utilisés lors des 
d’exposition intermittente d’une heure, étaient situés entre les passages 3 et 4 avec une 
proportion plus grande de cellules en 4ème passage, alors que celles utilisées pour les autres 
expériences variaient entre les passages 2 et 4 avec une forte proportion de cellules en passage 
2 et 3. Le temps de culture des cellules est un facteur important pour des cellules primaires 
qui, n’étant pas transformées, ne survivent que peu de temps et vieillissent plus vite. Ceci 
explique l’observation de cellules contrôles endommagées en plus grande quantité dans les 
expériences utilisant des cellules à haut passage. 
 
Fibroblastes primaires humains dermiques et lignées de cellules 
nerveuses 
 
Des expériences complémentaires ont été réalisées pour détecter les cassures à l’ADN de 
fibroblastes primaires humains dermiques (Cambrex) et de lignées de cellules nerveuses 
(CHME-5 et SH-SY5Y) lors d’expositions intermittentes de 15 minutes ON – 30 minutes 
OFF sur une durée de 24 heures uniquement. 
Les analyses par test alcalin de comètes ont donné les résultats résumés dans la Figure 27. 
Nous avons tout d'abord validé nos contrôles positifs. Comme le montre la Figure 27, le 
TertButyl-H2O2 est un bon inducteur de lésions de l’ADN puisque, par exemple, le 
pourcentage d’ADN endommagé dans les cellules CHME-5 représente près de 10 fois celui 
des cellules contrôles. 
De la même manière, les contrôles positifs réalisés sur les fibroblastes NHDF sont présentés 
dans l’article 3. Les effets induits sur l’ADN par les UVB montrent 4 fois plus de cassures 
que ceux constatés en condition de contrôle.  
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Figure 27 : Test des comètes sur des fibroblastes primaires humains (NHDF), sur des cellules 
microgliales humaines (CHME-5) et sur des cellules de neuroblastome humain (SH-SY5Y) 
exposés 24 heures en intermittence (15 minutes ON, 30 minutes OFF) au signal GSM-1800. Au 
moins 100 comètes ont été analysées par condition et par expérience. Histogrammes du haut : 
Pourcentage d’ADN dans la queue moyenné (moyenne ± erreur standard à la moyenne) des 
comètes analysées. Histogrammes du bas : Moment d’Olive (moyenne ± erreur standard à la 
moyenne). n=6 expériences indépendantes pour les SH-SY5Y ; n=6 expériences indépendantes 
pour les CHME-5 et n=4 expériences indépendantes pour les contrôles positifs au Tert-Butyl 
hydroxyperoxide ; n=5 expériences indépendantes pour les NHDF et n=3 expériences 
indépendantes pour les contrôles positifs aux UVB. (Données non publiées) 
 
Nous avons constaté d'autre part que les mesures de pourcentage d’ADN dans la queue des 
comètes analysées étaient faibles dans les deux types de cellules nerveuses, de l’ordre de 1-
1,5%, équivalant à des moments d’Olive d’environ 0,5. Une analyse statistique des données 
issues des cellules nerveuses par le biais d’un test de Mann-Whitney non apparié n’a pas 
démontré de différence significative entre les groupes de cellules exposées 24 heures par 
intermittence 15/30 au GSM-1800 et celles exposées facticement. On obtient p=0,32 dans les 
deux mesures pour 6 expériences indépendantes sur les cellules SH-SY5Y.  Dans le cas des 
cellules CHME-5 et pour 5 expériences indépendantes, on obtient p=0,17 pour le % ADN et 
p=0,34 pour les moments d’Olive. Les contrôles positifs présentés sur l’histogramme des 
cellules CHME-5 sont identiques à ceux présentés dans l’article 3 : ils ont été réédités ici dans 
le but de comparer les effets du Tert-Butyl peroxyde avec ceux du GSM-1800.   
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De plus,  une exposition intermittente 15/30 de 24 heures  au signal GSM-1800 n'entraîne pas 
de variation significative de cassures à l’ADN dans les NHDF en comparaison aux cellules 
exposées facticement. Ainsi, le pourcentage d’ADN lésé a été mesuré à 4,16±0,81% dans la 
condition d’exposition réelle contre 3,29±0,60% dans la condition d’exposition factice 
(p=0,52; 6 expériences indépendantes). 
Comme pour les kératinocytes et l’article 3, on peut constater que les lésions mesurées dans 
les NHDF en conditions de référence (SHAM ou contrôle incubateur) sont plus élevées que 
celles mesurées dans les lignées cellulaires. Nous attribuons cette différence au fait que nous 
travaillons avec des cellules primaires donc rapidement sénescentes. 
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Résumé 
 
 L’étude d’induction de stress cellulaire lors d’une exposition continue ou intermittente 
aux signaux GSM-900 ou GSM-1800 a été réalisée sur 5 types cellulaires et sur un modèle en 
trois dimensions d’épiderme reconstruit. Pour une meilleure lisibilité, les données résultant de 
l’étude sont présentées dans le Tableau 3. 
 
Tableau 3 : Résumé de l’étude du stress cellulaire in vitro induit par les signaux GSM-900 et 
GSM-1800 dans les cellules de la peau. Les cases jaunes représentent les résultats 




































Apoptose ns      ns  
HSP ns      ns  NHEK Cassures 
ADN  ns ns ns ns   ns 
Apoptose ns      ns  
NHDFe HSP ↓ Hsc70      ns  
Apoptose ns        
HSP ns        NHDFc (Cambrex) 
Cassures 
ADN  ns ns ns ns ns  ns 
Epaisseur ns        






 3 et 5 
sem. 
       
SH-SY5Y Cassures ADN  ns ns ns ns ns  ns 
CHME-5 Cassures ADN  ns ns ns ns ns  ns 
 
De cette étude in vitro portant sur les effets des signaux GSM-900 et GSM-1800 au DAS de 2 
W/kg (valeur limite d’exposition locale pour le public) sur l’induction de stress cellulaire dans 
les cellules de la peau ou du système nerveux central, nous avons pu mettre en évidence que : 
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1. Une exposition continue de 1 heure, 24 heures ou 48 heures : 
 
• N’affectait pas certains mécanismes amenant à la mort cellulaire programmée 
dans les cellules de la peau : kératinocytes épidermiques primaires humains 
NHEK, fibroblastes primaires humains dermiques NHDFe et NHDFc. 
• N’induisait pas de cassures simples brins dans tous les types cellulaires. 
• N’induisait de variation d’expression des protéines de choc thermique Hsc70, 
Hsp27 et Hsp70 dans les kératinocytes. 
• Induisait, après 48 heures d'exposition, une diminution d’expression de la 
protéine Hsc70 dans les fibroblastes NHDFe isolés au laboratoire, mais pas 
dans les fibroblastes NHDFc provenant de Cambrex. Les autres Hsp n'ont pas 
été affectées suite à l’exposition dans les deux types de fibroblastes. 
• Induisait une augmentation d’expression d’Hsp70 dans les stades tardifs de 
développement des épidermes reconstruits, à 3 et 5 semaines de culture. 
 
2. Une exposition intermittente 5 minutes ON / 10 minutes OFF de 1 heure, 24 heures 
ou 48 heures n’induisait pas de cassure de l’ADN dans les cellules de la peau et du 
système nerveux central. 
 
3. Une exposition intermittente 15 minutes ON / 30 minutes OFF de 24 heures 
n’induisait pas de cassure à l’ADN dans les cellules de la peau et du système nerveux 
central. 
 
Nous avons donc suggéré, à partir de ces travaux, des différences de comportement cellulaire. 
D’un côté, il existerait des différences entre systèmes cellulaires en monocouche et systèmes 
cellulaires en trois dimensions. En effet, les NHEK isolés ne sur-expriment pas d’Hsp en 
condition d’exposition, alors qu’en modèle 3D dans lequel ils ont pu se différencier, ils sur-
expriment Hsp70 à 3 et 5 semaines de développement épidermique. 
 
D’un autre côté, des différences de comportement existeraient entre les deux types de 
fibroblastes dermiques primaires utilisés. En effet, les fibroblastes isolés au laboratoire 
montraient une diminution d’expression de Hsc70 après exposition au GSM, alors que ceux 
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provenant du fournisseur Cambrex ne montraient pas de changement dans l'expression des 
Hsp. L’utilisation d'un milieu de culture avec mitogènes pour la culture des NHEFc paraît être 
l’explication la plus plausible pour cette différence de comportement, puisque la prolifération 
cellulaire est un processus qui nécessite l’induction de protéines de choc thermique dont 
Hsc70. Par conséquent, l’expression de Hsc70 étant constitutive mais aussi induite de façon 
stable par la présence de mitogènes, le comportement cellulaire s’en est probablement trouvé 
changé. 
 
Une suggestion plausible pour expliquer la diminution d’Hsc70 observée dans les 
NHDFe (en ne considérant que ces cellules) serait une tolérance acquise aux radiofréquences.  
Considérons le modèle de tolérance thermique: les cellules soumises à un choc thermique 
produisent un certain pool de protéines de stress, dont les HSP, qui s’accumulent dans le 
temps. Si ces cellules subissent un deuxième choc, alors le pool existant suffit à protéger la 
cellule de ce deuxième choc, sans production supplémentaire de protéines. En revanche, si un 
choc thermique (non létal) est appliqué en continu, alors l’accumulation initiale des protéines 
est suivie d’une élimination de ce pool jusqu’à atteindre le niveau basal d’expression, voire 
même un niveau inférieur. C’est dans ce dernier cas de figure que nous émettons notre 
hypothèse de radiofréquence-tolérance pour les NHDFe, puisque l'exposition aux RF dure 48 
heures. 
 
 Une différence de comportement entre les cellules primaires humaines et les lignées de 
cellules humaines s’est également dégagée de cette étude. L’observation de forts pourcentages 
de cassures de l’ADN dans les cellules primaires en comparaison à ceux observés dans les 
lignées cellulaires, pourrait être expliquée par le vieillissement rapide des cellules primaires, 
contrairement  aux lignées cellulaires qui prolifèrent à l’infini. 
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ARTICLE 4 : Effect of a 2-hour acute exposure to GSM-900 or -1800 
microwaves on the skin of “hairless”rats. 
 
 
MASUDA H., SANCHEZ S., DULOU P.E., HARO E., ANANE R., BILLAUDEL B., LEVEQUE P. AND 
VEYRET B.. 
Effect of a 2-hour acute exposure to GSM-900 or -1800 microwaves on the skin of “hairless” 
rats.  
 




L’article 4 traite des effets aigus in vivo des signaux GSM-900 et GSM-1800 sur la peau. Des 
approches histologiques et immunohistologiques ont été empruntées pour étudier les 
éventuels effets de 2 heures d’exposition aux radiofréquences sur des composants cellulaires 
spécifique de la peau : épaisseur épidermique, prolifération cellulaire, localisation de la 
filaggrine, du collagène et de l’élastine. Le modèle animal choisi est la souche de rat Hairless, 
sans poil. Le DAS étudié pour chaque signal est de 5 W/kg. Des contrôles positifs UVB ont 
été employés pour mettre en évidence les changements cellulaires attendus. L’analyse des 
différents paramètres histologiques a été réalisée sous microscopie par un laboratoire 
indépendant (Eurotest). 
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Effect of GSM-900 and -1800 signals on the skin of hairless rats.
I: 2-hour acute exposures
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Abstract
Purpose: The acute influence on the skin of non-ionizing electromagnetic fields in the radiofrequency (RF) range used in
mobile telephony has not been widely studied to date. The purpose of this work was to determine whether the cells of hairless
rat skin are affected by acute local exposure to Global System for Mobile Communication: GSM-900 or -1800
RadioFrequency Radiation (RFR).
Materials and methods: Hairless female rats were exposed or sham-exposed for 2 h to GSM-900 or -1800 signals, using a
loop-antenna located on the right part of the rats’ back. The local Specific Absorption rate (SAR) at skin level was ca. 5 W/kg
(5.8+0.4 and 4.8+0.4 W/kg at 900 and 1800 MHz, respectively). A skin biopsy was done at the end of the experiment not
only at the location of exposure, but also on the symmetrical part of the back.
Results: Analysis of skin sections using Hematoxylin Eosin Saffron (HES) coloration showed no difference in skin thickness
or apparent cell toxicity (with no sign of cellular necrosis) among the animal groups. Histological analysis of the epidermis
showed that the ratio between cells expressing the antigen Ki-67 (cellular proliferation marker) and the total number of cells
remained within the range of normal proliferation ratio for the exposed side of the animal. No Ki-67 labelling was observed at
the dermis level. Results on filaggrin, collagen and elastin levels also showed an insignificant influence of RFR.
Conclusions: These results do not demonstrate any major physical and histological variations at skin level induced by RFR
used in mobile telephony.
Keywords: Hairless rat, GSM-900 or -1800, skin, histology, cellular proliferation
Introduction
Excessive exposure to UV (International Commission
on Non-Ionising Radiation Protection [ICNIRP]
1998) and ionizing radiation (Greenlee et al. 2000)
are the most important predisposing factors for skin
cancer. However, the influence on the skin of other
types of radiation, such as electromagnetic fields, has
not been widely studied to date. Some contradictory
results have been reported using extremely-low-
frequency magnetic fields, describing either modest
increased tumour development (Kumlin et al. 1998)
or no incidence whatsoever on cancer initiation
(Sasser et al. 1998). However, recent results sug-
gested that electromagnetic fields may act as tumor
promoters (Sommer et al. 2004, Hardell et al. 2003).
RadioFrequency Radiation (RFR) used in mobile
telephony has not been widely studied on the skin.
One experimental result reported the in vitro effect of
human skin fibroblast exposure to a mobile phone
(GSM-900), but the dosimetry of this system was not
well defined (Pacini et al. 2002). In vivo experiments,
using 900 MHz radiation emitted by mobile phones
was described to cause electromagnetic fields-
mediated histopathologic skin changes (Ozguner
et al. 2004). The purpose of this work was to deter-
mine whether the cellular components of hairless rat
skin are immediately affected after a 2-h acute local
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exposure to GSM-900 or -1800 signals at a relatively
high Specific Absorption Rate (SAR ca. 5 W/kg).
Material and methods
Animals
Ten-week-old hairless female rats (IFFA CREDO,
L’Arbresle, France) were used. The animals were
housed under controlled temperature (228C) and
lighting conditions (monitored light-dark cycles
08:00 – 20:00 h), and supplied with water and food
ad libitum (UAR 04, SAFE, Les Tremblats, 89290-
Augy, France). The rats were kept for one week in
the laboratory before the start of the experiment. All
recommendations of the CNRS regarding animal
care and handling were followed.
Chemicals
Unless other stated, all chemicals were purchased
from Sigma-Aldrich, F-38297, St Quentin Fallavier,
France.
Experimental protocol
Animals were gradually accustomed to the exposure
set-up (rocket-type) over two weeks, in parallel to a
cage-control group (8 animals). Thereafter, the
habituated animals were exposed or sham-exposed
for 2 h to GSM-900 or -1800 signals using a loop-
antenna. Eight rats were randomly distributed in
each group. Immediately at the end of the experi-
ment, rats were sacrificed using a lethal intra-
peritoneal injection of urethane (3 mg/ml) and a
skin biopsy was done, not only at the location of
exposure, but also on the symmetrical part of the
back in order to get an internal control.
Exposure setup and dosimetry
Animals were placed in rockets and exposed to
GSM-900 or -1800 signals using a loop-antenna
(Leveque et al. 2004) located at a selected location
on the right part of the rat back (Figure 1a and 1b).
The objective was to get a local SAR of ca. 5 W/kg at
skin level. A series of measurements was done using
a Vitek temperature probe using a gel phantom to
estimate the SAR distribution in the skin of the
animals placed inside the rocket right underneath the
loop (163 cm). These experiments done at various
depths (1, 3, 7 mm), gave estimates at the skin level
(1 mm depth) of the SAR of 5.8+0.4 and 4.8+0.4
(mean+SD, n¼ 3) at 900 and 1800 MHz, respec-
tively. These references levels are termed 5 W/kg
thereafter in this paper and the companion paper.
SAR levels on the contralateral side were negligible
(51073 W/kg). The uncertainty includes errors in
SAR measurements in the gel and uncertainty on the
actual position of the rat skin within the rocket with
respect to the loop antenna. The efficiency of the two
types of antennas was 11.8 and 10.3 W/kg/W, at 900
and 1800 MHz, respectively.
Histological study
The studied parameters were epidermis thickness,
skin irritation, and histological analysis using vari-
ous biomarkers (Hematoxylin Eosin Saffron (HES),
Ki-67, filaggrin, collagen, and elastin). The analysis
was performed in a blind manner in an outside
laboratory (Eurotest, Pessac, France) on skin biop-
sies, fixed using 4% paraformaldehyde and em-
bedded in paraffin. Paraffin-embedded blocks were
cut into 5 mm thick sections and deparaffined using
toluene before rehydratation. The different staining
methods were then applied as follows:
Epidermal thickness determination. HES staining:
Haematoxylin was used for nucleus staining, eosin
Figure 1. RF Exposure set-up used for Hairless rats: (a) loop
antenna adapted for GSM-900 exposure, (b) loop antenna
adapted for GSM-1800 exposure.
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for cytoplasm staining and saffron for collagen
staining. Epidermal hyperplasia was determined
by assessing vertical epidermal thickness using
an ocular micrometer. Fifty measurements (6400
magnification) of epidermal thickness were re-
corded in each sample and analysed using an un-
paired t-test.
Cellular proliferation detection. Slices of skin were used
for immunohistochemistry to detect Ki-67 antigen.
Inhibition of endogenous peroxidase activity was
accomplished by incubation in H2O2. Ki-67 immu-
nohistochemistry using the monoclonal antibody
MIB-5 (DAKO France, F-78196 Trappes, France)
and LSAB (labelled streptavidin biotin) kit (DAKO)
was performed according to the manufacturer’s
instructions following anti-gene retrieval by heating.
Cut sections were then immunostained with MIB-5
(diluted 1/50) for 1 h at room temperature. For
staining visualization, sections were incubated with
biotinylated rabbit anti-mouse secondary antibody
(DAKO) diluted 1/50, followed by incubation
with streptavidin/HRP (DAKO) diluted 1/300 and
staining with 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochlor-
ide solution (DAKO) as chromogen. The Ki-67
labelling index was expressed as the number of
positive cells6100/total number of basal epidermal
cells. Nuclear staining from these cells of the
epidermis was evaluated on ten 150 mm long fields
in each sample (6400 magnification).
Filaggrin and Collagen localization. Paraformaldehyde
Acid Schiff (PAS) staining with Hematoxylin coun-
ter staining were used (6400 magnification). This
method enabled detection of carbohydrates either
free or bound to others molecules as glycoproteins.
Glycoaminoglycans, particularly collagen appeared
with a pink-red staining. A counter staining revealed
kerato-hyalin granules containing filaggrin with a
dark blue staining.
Elastin staining. Rabbit antibody to rat elastin from
rat aorta was used. Elastin detection was done using
a polyclonal antibody with amplification of signal
using avidine/streptavidine/biotine complex, fol-
lowed by peroxydase revelation.
Figure 2. Determination of epidermal thickness and cellular proliferation. (a) Typical slices corresponding to HES staining of hairless rat
skin sections from the left (unexposed) or right (RF- or sham-exposed, and cage control) sides of the back. Haematoxylin was used for
nucleus staining, eosin for cytoplasm staining and saffron for collagen staining. (b) Typical slices corresponding to Ki-67 immuno-detection
on hairless rat skin sections from the left (unexposed) or right (RF- or sham-exposed, and cage control) backsides. (c) Histological positive
control tests: The right side of the backs of Hairless rats were exposed to a single dose of UVB radiation (400 mJ/cm2), whereas the contra-
lateral left sides were used as control. Different specific staining (HES, Ki-67) was used 24 h after the end of the UV exposure period.
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Positive controls
The right backs of Hairless rats (n¼ 2) were exposed
to UVB irradiation (400 mJ/cm2) using a UV
exposure system (UV BIO-SPECTRA, Vilbert
Lourmat, Torcy, France, 280 – 320 nm); 24 h later,
exposed and contra-lateral skin biopsies were fixed.
The same histological tests as used with RFR
exposure were performed (Figure 2c).
Statistical analysis
Inter-group statistical analysis was done using the
unpaired Student t-test, Values were normalized as
mean percentage+standard error of the mean
(SEM) and p values 50.05 were considered
significant.
Results
The body weight, which served as an indirect
evaluation of the overall health status, was not
different among the various groups of animals
throughout the habituation period before exposure
(Control cage¼ 163.0+1.5 g, Sham-exposed¼
157.5+1.9 g, GSM-900¼ 162.5+1.2 g, GSM-
1800¼ 155.8+1.9 g).
Histological analysis
Epidermal thickness. (see Figure 2a). Analysis of skin
sections using HES staining (Figure 3a) showed no
difference of skin thickness (n¼ 8): Control¼
27.8+0.4 mm, sham¼ 25.4+0.7 mm, GSM-900¼
25.7+0.4 mm, GSM-1800¼ 26.3+0.4 mm. On the
contra-lateral unexposed back, similar observations
were made (respectively 27.3+0.7, 26.3+0.4,
25.5+0.6, and 26.1+0.3 mm). The epidermis part
of the UVB exposed skin (Figure 2c) revealed
hypertrophy, hyperplasia and oedema.
Cellular proliferation detection. (see Figure 2b). Histo-
logical analysis of the epidermis of the RF-exposed
side (Figure 3b) showed that the ratio between cells
expressing Ki-67 (cellular proliferation marker) and
basal cell number (measured on 150 mm long sections)
remained within the range of normal proliferation ratio
(55%), whereas the epidermis part of the UVB
exposed skin (Figure 2c) was much higher (60% of
labelled cells) with KI-67 labelling dispersed over the
whole epidermis thickness. For the right backside,
results (n¼ 8) were as follows: Control¼ 3.44+
0.17%, Sham¼ 3.05+0.24%, GSM-900¼ 3.10+
0.15%, GSM-1800¼ 3.21+0.18%. On the non-
exposed side, a similar observation was made (respec-
tively 3.13+0.138, 3.25+0.10, 3.14+0.20, and
3.21+0.18%).
Filaggrin and Collagen density. (see Figure 4a). The
PAS staining revealed filaggrin as dark blue
colour and collagen as pink red. Blind analysis of
digital pictures using the Aphelion image analysis
software (ADCIS-ADvanced Concepts in Imaging
Software-, Hérouville Saint-Clair, France) did not
revealed any significant histological variations
concerning filaggrin and collagen density. This fact
was observed among the different studied groups,
comparing the ratio between the exposed right
back versus the non-exposed contra-lateral ones
(Figure 5a and 5b).
Elastin staining. (see Figure 4b). Blind digital analysis
of pictures as previously reported for filaggrin
Figure 3. (Numerical analysis of Figure 2 represented as the
mean+SEM). (a) Results analysis (n¼8) of RF exposure on 50
epidermal thickness measurements along one slice. (b) Results
analysis (n¼ 8) of RF exposure on cellular proliferation expressed
as the number of positive cells6100/total number of basal
epidermal cells (nuclear staining from these cells of the epidermis
was evaluated on ten 150 mm long fields in each sample).
672 H. Masuda et al.
and collagen, did not revealed any variation for
elastin localization and ratio between the exposed
right back vs. the non-exposed contra-lateral ones
(Figure 5c).
Discussion
As the epidermis is the human organ most exposed
to mobile telephones, this work focused on the
potential health hazards of acute local exposure of
hairless rat skin to GSM-900 and -1800 RFR using
a well-defined exposure system (loop-antenna).
Under these experimental conditions, no important
modification was observed on histological skin
components, which were tested immediately after
2-h exposure to GSM signals (ca. 5 W/kg at the skin
level). The biological tested parameters (epidermal
thickness, cellular proliferation, or collagen, filag-
grin and elastin) were not significantly modified
after the exposure period, but it should be kept in
mind that a complete renewal of the epidermis
cellular layer took at least 4 – 6 weeks (Melissopoulos
& Levacher 1998). This result does not agree
with a recent in vitro study describing significant
biological effect of GSM-900 (0.6 W/kg) after 1-h
exposure of human skin fibroblasts (Pacini et al.
2002). The authors observed alterations in cell
morphology associated with increased expression of
mitogenic signal transduction genes, cell growth
inhibitors, and genes controlling apoptosis. The
reasons for this discrepancy might be related to
different exposure systems (mobile phone vs. local
antenna loop), cellular lines (human fibroblasts vs.
hairless rat skin), and biological endpoints (gene
expression vs. cellular proliferation). On the other
hand, skin of normal rats exposed in vivo to GSM-
900 signals for 10 days (Ozguner et al. 2004)
showed increased thickness of stratum corneum,
atrophy of epidermis, papillamatosis, basal cell
proliferation, increased granular cell layer (hyper-
granulosis) in epidermis and capillary proliferation,
impairment in collagen tissue distribution. More-
over, separation of collagen bundles in dermis were
observed compared to the control group. Our
results using a shorter exposure time do not
revealed similar observations, so longer exposure
time might be useful to confirm these positive
experiments.
Figure 4. Determination of filaggrin/collagen and elastin localization. (a) Typical slices corresponding to filaggrin and collagen localization
using PAS staining of hairless rat skin sections (n¼ 8 in each case) from the left (unexposed) or right (RF- or sham-exposed, and cage
control) backsides. Kerato-hyalin granules containing filaggrin appeared with a dark blue staining and collagen appeared with a pink-red
staining. (b) Elastin localization using immunological detection from the left (unexposed) or right (RF- or sham-exposed, and cage control)
backsides. Elastin appeared as a brown staining.
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Conclusions
No major histological alterations were observed on
the studied cellular parameters immediately after the
2-h local exposure of hairless rat skin to GSM-900-
or -1800 (ca. 5 W/kg) using a loop-antenna. No
difference in epidermis thickness was detected among
the animal groups using analysis by HES coloration
of skin sections. RF exposure did not affect cellular
proliferation estimated using Ki-67 labelling. Filag-
grin, collagen, and elastin were not modified by
exposure to GSM-900 or -1800 signals. In the
laboratory, a preliminary 4-week GSM-900 experi-
ment (2 h/day, 5 days per week at SAR of 1, 2, and
4 W/kg) showed no significant sub-chronic modifica-
tion of similar endpoints (unpublished results).
However, these results do not preclude any
potential influence of these RFR during a chronic
study allowing measurements throughout a complete
skin-cell regenerating cycle, i.e., at least 7 – 8 weeks.
Therefore, a 3-month chronic experiment using
similar exposure conditions was performed and is
reported in the companion paper.
Acknowledgements
This work was supported by France Telecom R & D
(France) under grant No. 01 1B, the CNRS and the
Aquitaine Research Council.
References
Greenlee RT, Murray T, Bolden S, Wingo PA. 2000. Cancer
statistics, 2000. CA: a Cancer Journal for Clinicians 50:7 – 33.
Hardell L, Mild KH, Carlberg M. 2003. Further aspects on
cellular and cordless telephones and brain tumours. Interna-
tional Journal of Oncology 22:399 – 407.
International Commission on Non-Ionising Radiation Protection
(ICNIRP). 1998. Guidelines for limiting exposure to time-
varying electric, magnetic and electromagnetic fields (up to
300 GHz). The journal of Health Physics and Radiation
Protection 74:494 – 522.
Kumlin T, Alhonen L, Jänne J, Lang S, Kosma VM, Juutilainen J.
1998. Epidermal ornithine decarboxylase and polyamines in
mice exposed to 50 Hz magnetic fields and UV radiation.
Bioelectromagnetics 19:388 – 391.
Leveque P, Dale C, Veyret B, Wiart J. 2004. Dosimetric analysis of
a local exposure system for rat operating at 900 MHz. Institute
of Electrical and Electronics Engineers Transactions on
Microwave Theory and Techniques 52:2067 – 2075.
Melissopoulos A, Levacher C. 1998. La peau. Structure et
physiologie. Editions Médicales Internationales, Allée de la
Croix Bossée, F-94234 Cachan cedex, Tec et doc, Paris. p 11.
Ozguner F, Aydin G, Mollaoglu H, Gökalp O, Koyu A, Cesur G.
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L’article 5 traite des effets chroniques in vivo des signaux GSM-900 et GSM-1800 sur la 
peau. Des approches histologiques et immunohistologiques ont été utilisées pour étudier les 
éventuels effets de 2 heures d’exposition par jour, 5 jours par semaine, sur un total de 12 
semaines, aux radiofréquences sur des composants cellulaires spécifique de la peau : 
épaisseur épidermique, prolifération cellulaire, localisation de la filaggrine, du collagène et de 
l’élastine. Le modèle animal choisi est la souche de rat Hairless, sans poil. Les DAS étudiés 
sont 2,5 et 5 W/kg. Des contrôles positifs UVB ont été employés pour mettre en évidence les 
changements cellulaires attendus. L’analyse des différents paramètres histologiques a été 
réalisée sous microscopie par un laboratoire indépendant (Eurotest). 
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Effect of GSM-900 and -1800 signals on the skin of hairless rats. II:
12-week chronic exposures
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Abstract
Purpose: The purpose of this work was to determine whether the cellular components of Hairless-rat skin are affected by a
chronic local exposure to non-ionizing radiations of Global Mobile Phone System: GSM-900 or -1800 radiations at specific
absorption rate (SAR) 2.5 and 5 W/kg.
Materials and methods: A selected part of the right back of five-week old female hairless rats was exposed or sham exposed
(n¼ 8) for 2 h per day, 5 days a week, for 12 weeks to GSM-900 or -1800 signals using a loop-antenna. At the end of the
experiment, skin biopsies were taken.
Results: Analyses of skin sections using hematoxylin eosin saffron (HES) coloration showed no significant difference in skin
thickness among the groups. Immunohistochemical analysis of basal lamella cells in radiofrequency radiation (RFR)-
exposed epidermis showed that the ratio of the antigen Ki-67 (cellular proliferation marker) positive cells to total lamella cells
remained within the range of the normal proliferation ratio. No significant differences in the level of filaggrin, collagen, and
elastin were observed among the different groups.
Conclusions: The results of this 12-week chronic study do not demonstrate major histological variations in the skin of
hairless rats exposed to RFR used in mobile telephony (GSM-900 or -1800).
Keywords: Hairless rats, mobile phone signals, chronic effect, skin
Introduction
Following the work described in the companion
paper, we have investigated the effects of chronic
exposure to mobile phone signals on the skin. We
had already performed a 4-week sub-chronic
preliminary study (unpublished results), which
did not demonstrate any major physical and
histological variations (as measured 72 h after the
last exposure) in the skin of hairless rats exposed to
GSM-900 at three specific absorption rate (SAR)
levels. However, this work called for an extension
of these biological measurements during a whole
skin-cell regenerating cycle, i.e., at least 6 – 7 weeks
(Melissopoulos & Levacher 1998). Thus the
purpose of the present work was to determine
whether the cellular structures of hairless rat skin
are affected during a 12-week chronic local
exposure to GSM-900 and -1800 at around the




Five-week-old hairless female rats (IFFA CREDO,
L’Arbresle,France) were used so that animals in the
acute and chronic studies had the same age at the end
of the study. The animals were housed under
controlled temperature (228C) and lighting conditions
(monitored light-dark cycles 08:00 – 20:00 h), and
supplied with water and food ad libitum (UAR 04,
SAFE, Les Tremblats, 89290- Augy, France). The
animals were kept for one week in the laboratory
before starting the treatment. French regulations
(Decree 87-848) regarding animal care, animal hand-
ling, and experiments on live animals were followed.
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Chemicals
Unless otherwise stated, all chemicals were pur-
chased from Sigma-Aldrich, F-38297, St Quentin
Fallavier, France.
Experimental protocol
Eight rats, randomly distributed in each experimen-
tal group, were gradually accustomed to the rocket-
type exposure set-up over one week (except control
cage animals). This rocket type system consisted of a
plastic tube-like structure which could be equipped
with a loop antenna place on the right back of the
animal. This loop antenna could be moved as the rat
was growing. Thereafter, rocket-habituated animals
were exposed or sham-exposed for 2 h per day, 5
days a week, for 12 weeks to GSM-900 or -1800
signals (ca. 2.5 or 5 W/kg SAR at skin level) using a
loop-antenna (cf. the dosimetry section in the
companion paper). The animals were sacrificed,
using a lethal intra-peritoneal injection of urethane
(3 mg/ml), 72 h after the last exposure, in order to
observe stable chronic processes only. A skin
biopsy was done not only at the selected location
of the exposed backside, but also on the symmetrical
part of the back in order to obtain an internal
control.
Histological study
The measured parameters were: Body weight,
epidermis thickness, skin irritation, and histology
using various biomarkers (hematoxylin eosin saffron
(HES), Ki-67, filaggrin, collagen and elastin).
Analysis of skin biopsies fixed using 4% paraformal-
dehyde and embedded in paraffin were performed in
a blind manner by an independent laboratory
(Eurotest, F-33607, Pessac, France).
Paraffin-embedded blocks were cut into 5 mm
thick sections and deparaffined with toluene before
rehydratation. The different staining methods were
then applied as follows:
Epidermal thickness determination. HES staining:
Haematoxylin was used for nucleus staining, eosin for
cytoplasm staining, and saffron for collagen staining.
Epidermal hyperplasia was determined by assessing
vertical epidermal thickness. Fifty measurements
(6400 magnification) of epidermal thickness were
recorded in each sample using an ocular micrometer.
Cellular proliferation detection. Slices of skin were used
for immunohistochemistry to detect Ki-67 antigen
(protein expressed during the cellular cycle,
except the G0 phase). Inhibition of endogenous
peroxidase activity was accomplished by incubation
in H2O2 Ki-67 immunohistochemistry using the
monoclonal antibody MIB-5 (DAKO France,
F-78196 Trappes, France) and a LSAB (labelled
streptavidin biotin) kit (DAKO) was performed
according to the manufacturer’s instructions follow-
ing antigen retrieval with heating. Cut sections were
then immunostained with MIB-5 (diluted 1/50) for
1 h at room temperature. For staining visualisation,
sections were incubated with biotinylated rabbit anti-
mouse secondary antibody (DAKO) diluted 1/50,
followed by incubation with streptavidin/HRP
(DAKO) diluted 1/300, and 3,3-diaminobenzidine
tetrahydrochloride solution (DAKO) as chromogen.
The Ki-67 labelling index was expressed as the
number of positive cells6100/ total number of basal
epidermal cells. Only nuclear staining from basal
lamella cells of the epidermis was evaluated. Ten
150 mm long fields were recorded under high
magnification (6400) in each sample.
Filaggrin and collagen localization. Paraformaldehyde
Acid Schiff (PAS) staining with Hematoxylin coun-
ter-staining were used, enabling detection of carbo-
hydrates that were either free or bound to other
molecules as glycoproteins. Glycoaminoglycans, as
collagen appeared with a pink-red stain. A counter-
staining revealed keratoyalin granules containing
filaggrin with a dark blue stain.
Elastin localization. Rabbit antibody to rat elastin
from rat aorta was used. Elastin detection was done
using a polyclonal antibody with signal amplification
using avidine/streptavidine/biotine complex followed
by peroxydase revelation.
Figure 1. Comparative evolution of hairless rat body weight during
1-week habituation followed by 12-week radiofrequency local
exposure to GSM-900 or -1800 (SAR¼2.5 or 5 W/kg). The data
are represented as the mean+SEM.
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Positive controls
The right backs of the Hairless rats (n¼ 2)
were exposed to UVB irradiation (400 mJ/cm2)
using an UV exposure system (UV BIO-
SPECTRA, Vilbert Lourmat, Torcy, France,
280 – 320 nm). Figure 1 exposed and contralateral
skin biopsies were fixed 24 h later. The same
histological studies as for experimental hairless rats
were performed.
Statistical analysis
Inter-group statistical analysis was made using the




Animal weight was used as an indirect evaluation of the
overall health status. The body-weight/time profile was
not dramatically different among the various groups of
animals throughout the experimental period. However,
it should be noted that the body weight profile of ‘‘cage
control’’ rats was slightly higher at the end of the
experimental period (p50.01, n¼ 8) than all other
groups of animals submitted to exposure restraint.
Histological analysis
Epidermal thickness. (see Figure 2a). Analysis of skin
sections (n¼ 8) using HES coloration (Figure 3a)
Figure 2. Determination of epidermal thickness and cellular proliferation. Typical slices corresponding to (a) HES staining and, (b) Ki-67
immuno-detection on hairless rat skin sections from the left (unexposed) or right (RF- or sham-exposed, and cage control) backsides. (c)
Histological positive control tests: The right side of the backs of Hairless rats were exposed to a single dose of UV-B radiation (400 mJ/cm2),
whereas the contra-lateral left sides were used as control. Different specific stains (HES, Ki-67) were used 24 h after the end of the UV
exposure period (Magnification 6200).
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showed no difference in skin thickness: control
cage¼ 29.0+0.7 mm,sham-exposed¼ 28.6+0.6 mm,
GSM-900- (2.5 W/kg)¼ 29.5+ 0.8 mm, GSM-900-
(5 W/kg)¼ 29.4+ 0.8 mm, GSM-1800- (2.5 W/kg)¼
27.7+0.7 mm, and GSM-1800- (5 W/kg)¼ 28.6+
0.4 mm. Similar observations were made (respectively
28.5+0.5, 26.8+ 0.6, 28.6+ 0.3, 28.5+0.6,
27.5+0.7 and 29.4+0.8 mm) on the contra-lateral
non-exposed back.
Cellular proliferation detection. (see Figure 2b). Histo-
logical analysis of the epidermis of the radio
frequency (RF)-exposed side of the animal showed
that the mean ratio between cells expressing Ki-67
(cellular proliferation marker) and basal lamella cell
number (measured on 150 mm sections) remained
within the range of normal the proliferation ratio
(55%) (Figure 3b), whereas the epidermis of the
UVB exposed skin was much higher (60% of labelled
cells) (Figure 2c).
Results (n¼ 8 in each case) were as follows:
Control cage¼ 3.99+ 0.35%, sham-exposed¼
3.35+ 0.15%, GSM-900- (2.5 W/kg)¼ 4.29+
0.34%, GSM-900- (5 W/kg)¼ 3.71+ 0.25%, GSM-
1800- (2.5 W/kg)¼ 3.71+ 0.20%, and GSM-1800-
(5 W/kg)¼ 3.73+ 0.18%. On the non-exposed
backside, a similar observation was made (respec-
tively 3.54+ 0.31, 3.40+ 0.17, 4.16+ 0.25,
3.65+ 0.20, 4.04+ 0.34, and 3.84+ 0.27%). No
Ki-67 labelling was observed at the dermis level.
Filaggrin and collagen density. (see Figure 4a). The
PAS staining revealed filaggrin as a dark blue colour
and collagen as a pink red one. Analysis of digital
pictures using the Aphelion (ADCIS-ADvanced
Concepts in Imaging Software-, Hérouville Saint-
Clair, France) image analysys software (Figure 5a
and 5b) did not reveal any significant histological
variations concerning filaggrin and collagen density
in a blind fashion. This was also the case comparing
the same part of the back among the different
groups studied by comparison of the ratio of exposed
right sides of the back to the non-exposed contra-
lateral ones.
Elastin staining density. (see Figure 4b). Analysis, as
previously reported for filaggrin and collagen, did
not reveal any specific immunohistological variation
for elastin localization among the different groups
studied in a blind fashion (Figure 5c).
Discussion
As the epidermis is the human organ most exposed
to mobile phones, this work focused on the potential
health hazards of 12-week chronic local exposure of
hairless rat skin to GSM-900 and -1800 radiations
using a well-defined exposure system (loop-anten-
na). A dosimetric study allowed a precise determina-
tion for SAR repartition within different skin layers
(epidermis and dermis).
Under these experimental conditions, no impor-
tant modification was observed on histological skin
measurements tested 72 h after 12-week exposure to
GSM-900 and -1800 signals, whatever the value of
SAR (ca. 2.5 or 5 W/kg at skin level). The tested
biological parameters (epidermal thickness, cell
proliferation, or collagen, filaggrin and elastin
density) were not significantly modified after this
12-week exposure. This lag period was maintained in
order to avoid acute potential effect of RFR, which
were planned as the endpoint with other experiments
(Masuda et al. 2005).
Concerning the health status of the animals, a
higher body weight in the cage control group never
submitted to exposure restraint was noticed in the
results section. The observation of lower body weight
Figure 3. Numerical analysis of Figure 2 represented as the
mean+SEM. (a) Results of analysis (n¼8) of RF exposure on 50
epidermal thickness measurements along one slice. (b) Results of
analysis (n¼8) of RF exposure on cellular proliferation expressed
as the number of positive cells6100/total number of basal
epidermal cells (nuclear staining of these cells of the epidermis
was evaluated on ten 150 mm long fields in each sample).
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gain in restraint rats versus cage-control ones was
related to restraint stress as previously reported in the
literature (Rybkin et al. 1997).
This observation had also been reported in other
experiments using such a restraining system (Anane
et al. 2003), but it should be kept in mind that RF-
exposed animals must first be compared to sham
control ones presenting the same body weight
evolution profile. Independently of the inter-group
epidermis thickness or cellular proliferation compar-
ison, the right-vs.-left back ratio expression of results
was also important, as it eliminated individual
variations. Using this type of calculation, no sig-
nificant influence of RF exposure was noticed
between the left and right sides (data not reported).
One other aspect of this experiment involves the
exposure of animals to two different GSM frequen-
cies (900 and 1800 MHz). The biological results are
quite similar and no quantitative difference was
observed between these two different signals. The
choice of SAR values was determined, first by using
2.5 W/kg slightly above the maximum power deposi-
tion accepted during the functioning of commercial
mobile phones (ICNIRP 1998), and second by using
5 W/kg to obtain information of the potential adverse
influence of SAR values higher than the 2 W/kg
limit.
Conclusions
The results of this 12-week study do not demonstrate
any major histological variations in the measured
skin cellular parameters after local exposure using a
loop antenna to GSM-900 or -1800 (2.5 or 5 W/kg).
Analysis of skin sections using HES staining showed
no difference in skin thickness between the different
Figure 4. Determination of filaggrin/collagen and elastin localisation. Typical slices corresponding to (a) filaggrin and collagen localisation
using PAS staining of hairless rat skin sections and (b) elastin localisation using immunological detection from the unexposed (left) or RF-
exposed, sham-exposed or cage control backsides (right) with n¼8 in each case (Magnification 6200).
Chronic effect of GSM-900 and -1800 signals on skin components 679
animal groups. Cellular proliferation (estimated
using Ki67 labelling) was not affected by RF
exposure. Filaggrin, collagen, and elastin detection
were not modified by exposure to GSM signals.
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Cell Stress & Chaperones, soumis 
 
 
Cet article traite des effets aigus et chroniques in vivo des signaux GSM-900 et GSM-1800 
sur la peau. Le but dans cette étude est de mettre en évidence l’induction de stress cellulaire 
dans l’épiderme de rats Hairless, suite à une exposition continue aigue (2 heures) ou 
chronique (2 heures par jour, 5 jours par semaine, sur 12 semaines) aux radiofréquences GSM 
et aux DAS de 2,5 et 5 W/kg. Le stress cellulaire a été étudié par le biais de trois protéines de 
choc thermique : Hsc70, Hsp25 et Hsp70. Des contrôles positifs UVB ont été employés pour 
mettre en évidence les changements cellulaires attendus. L’expression épidermique de ces 
HSP a été mise en évidence par une technique d’immunohistochimie et la quantification de 
cette expression a été réalisée grâce au logiciel de traitement d’images Aphelion™. 
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As the skin is the first organ exposed during mobile phone use, we studied the potential 
induction of cell stress in this organ. Cell stress response is characterized by several processes 
and heat shock proteins are actors in many cell types. Data have been obtained in vitro on the 
effects of mobile phone radiofrequency radiation (RFR) on the heat-shock protein (HSP) 
family. Due to the limitations of in vitro studies for health risk assessment, it is extremely 
important to study the potential impact of RFR, such as GSM signals, in vivo. Our work dealt 
with the effects of GSM-900 and -1800 signals on heat shock protein expression in the skin of 
hairless rats. The HSPs studied were the cognate and constitutive Hsc70, as well as the 
inducible forms, Hsp25 and Hsp70. Rat skin was locally exposed using loop antennae and 
restrain rockets as the exposure system to test several Specific Absorption Rates (SARs) and 
exposure durations: (i) single exposure: 2 hours at 0 and 5 W/kg; (ii) chronic exposure: 2 
hours per day, 5 days per week, for 12 weeks, at 0, 2.5, and 5 W/kg. HSP expression was 
detected on skin slices using immunolabeling in the epidermal area. Our results indicated that 
neither acute nor chronic exposures altered HSP expression in rat skin, irrespective of the 
RFR signal or SAR considered. As such, under our experimental conditions (SAR < 5 W/kg), 
there is no evidence that GSM signals alter HSP expression in rat skin. 
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Introduction 
The mobile phone communication network has developed very rapidly and the debate 
continues as to whether radiofrequency radiation (RFR) emitted by mobile phones is stressful 
for humans. Moreover, the carrier frequency has increased from 900 MHz in the first 
generation of GSM (Global System for Mobile communication) to the UMTS (Universal 
Mobile Telecommunication System) at 2000 MHz. As the depth of RFR absorption decreases 
with frequency, RFR absorption is becoming increasingly superficial (Keshvari and Lang 
2005). Consequently, the skin is the organ the most exposed to RFR in mobile phone users.  
The skin is constituted by three major cell types: epidermal keratinocytes and 
melanocytes, and dermal fibroblasts. The skin is known to respond to stress injuries. It is 
damaged by exposure to ultraviolet radiation (UVR), temperature changes, mechanical 
pressure, chemical contact, etc. , The biological response depends on the nature and amplitude 
of the injury: skin cells adapt their reaction to the stress.  For instance, when exposed to low 
level UVR, melanocytes protect the epidermis by producing melanin (Gilchrest et al 1996; 
Virador et al 2002). When exposed to high UVR doses, the skin cell response ranges from an 
inflammatory process with release of cytokines, repair processes with up-regulation of 
specific proteins, such as HSPs or cell cycle proteins, to cell death (i.e. sunburn cells) (Kwon 
et al 2002; Maytin 1992; Urbanski et al 1990; Walsh 1995). 
Heat shock proteins (HSPs), also known as stress proteins, have molecular weights 
ranging from 15 to 110 kDa and are found in all cells of living organisms. HSPs are induced 
in cells that undergo various types of environmental stresses, such as temperature variations 
(Lepock 2005), heavy metals (Boone and Vijayan 2002; Deane and Woo 2006; Nordlind 
2002), and oxygen deprivation (Dillmann 1999; Yenari et al 2005), or during repair 
processes, such as wound healing in the skin (Laplante et al 1998). Moreover some HSPs are 
constitutive and play a physiological role in cells (Gupta 1990; Mehlen et al 1995; O'Neill and 
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Noble 2004). Their principal role is as ‘chaperones’, ensuring that cell proteins have the right 
structure and are in the right place at the right time (Nollen and Morimoto 2002; Sun and 
MacRae 2005). For instance, HSPs help new or distorted proteins fold into shape, which is 
essential for their function (Connell et al 2001; Marques et al 2006). They also shuttle 
proteins from one cell compartment to another and transport old proteins to ‘garbage 
disposals’ inside the cell (Massey et al 2004; Massey et al 2006). Heat shock proteins are also 
believed to play a role in the presentation of pieces of proteins (or peptides) on the cell surface 
to help the immune system recognize diseased cells (Moseley 2000; Multhoff 2006). The 
major HSP types in the skin are: Hsc70, Hsp25 or 27 (depending on the organism), Hsp70, 
and Hsp90 (Jonak et al 2005; Kowal-Vern et al 2000; Nordlind 2002). 
Previous in vitro studies produced contradictory results on HSP expression on exposure to 
RFR. HSP expression was reported to be affected (Caraglia et al 2005; Di Carlo et al 2002; 
Leszczynski et al 2002; Miyakoshi et al 2005), but sometimes only at high SARs (> 50 W/kg) 
(Wang et al 2006). Other authors concluded that HSP expression, structure,  and activity 
were unaffected (as measured by the amount of phosphorylated HSPs) (Capri et al 2004; 
Hirose et al 2006; Lantow et al 2006a; Lantow et al 2006b; Lee et al 2006; Lim et al 2005).  
In view of such contradictory data on HSP expression following in vitro exposure to RFR 
and the paucity of in vivo studies on skin, we designed in vivo investigations for a detailed 
study of the potential impact of these signals on skin. To test the hypothesis that RFR is a 
source of stress for exposed tissues, we assayed the expression of Hsp25, Hsc70, and Hsp70 
in vivo after single or chronic exposure of the skin of hairless rats to GSM-900 or -1800 
signals. This report focuses on the epidermal compartment. 
 
Materials and Methods 
Animals 
5 
Ten week-old hairless female rats (IFFA CREDO, L’Arbresle, France) were housed under 
controlled temperature (22°C) and lighting conditions (monitored light-dark cycles 07:00-
19:00) and supplied with water and food ad libitum (UAR 04, SAFE, Augy, France). The rats 
were kept for one week in the laboratory before the start of habituation. All recommendations 








Eight rats were randomly distributed in each experimental group: cage-control, sham-
exposure, GSM-900 exposure, and GSM-1800 exposure. Animals were gradually accustomed 
to the exposure setup (rocket-type) over two weeks.  
• Single exposure 
The animals trained to the rocket were exposed at 5 W/kg or sham-exposed to GSM-900 
or -1800 signals for two hours, using a loop-antenna. Immediately after exposure, rats were 
sacrificed using a lethal intra-peritoneal urethane injection (1.5 g/kg) and 2 x 4 cm skin 
samples were removed at the exposure site.  
• Chronic exposure 
After training to the rocket, animals were exposed at 2.5 or 5 W/kg or sham-exposed to 
GSM-900 or -1800 signals for two hours per day, 5 days per week, for 12 weeks using a loop-
antenna. Skin biopsies were taken as previously at the exposure site (exposed side) 72 hours 
after the last exposure, to detect a potential persistent or cumulative effect.  
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Exposure setup and dosimetry 
Animals were placed in rockets and exposed to GSM-900 or –1800 signals using a loop-
antenna (Leveque et al 2004) located on the right part of the rat back. The objective was to set 
the local SAR at skin level to ca. 5 W/kg. A series of measurements were carried out using a 
Vitek temperature probe placed in a gel phantom to estimate the SAR distribution in the skin 
of animals placed inside the rocket directly underneath the loop (1x3 cm). Measurements at 
various depths (1, 3, and 7 mm) gave 5.8±0.4 and 4.8±0.4 (mean±SEM, n = 3) for SAR at 
skin level (1 mm depth) at 900 and 1800 MHz, respectively. These levels are referred to as 5 
W/kg for convenience. SAR levels on the opposite side of the rat back were negligible (< 10-3 
W/kg). The reported uncertainty includes errors in SAR measurements in the gel and 
uncertainty as to the actual position of the rat skin within the rocket in relation to the loop 
antenna. The efficiency of the two types of antennas was 11.8 and 10.3 W/kg/W at 900 and 
1800 MHz, respectively.  
 
Immunohistological study 
The expression of three heat shock proteins, Hsc70 (73 kDa), Hsp25 (25 kDa), and Hsp70 
(72 kDa) was assessed in the epidermis. Coded skin biopsies were fixed in 4% 
paraformaldehyde, embedded in paraffin, and analyzed blind.  
Paraffin-embedded blocks were cut into 5 µm sections, deparaffined using toluene before 
rehydration, and then stained. Briefly, an immunohistochemical stain using DAB - peroxidase 
reaction was performed on skin slices using a Rabbit or Mouse Envision Kit (DAKO France, 
Trappes, France) as per the manufacturer’s instructions. The slices were then counterstained 
with Haematoxylin to visualise the nuclei, fixed, and mounted using Eukitt® mounting 
medium. Three randomized microscopic photographs per labeled skin slice and per animal 
7 
were taken using a Digital Still Camera (SONY, DSC-S75 Cyber-Shot) mounted with an 
adapter ring (SONY, VAD-S70) on a Zeiss microscope, Axiovert 40C (all equipment 
purchased from Fisher Bioblock, Illkirch, France). 
From these photographs, the labeling intensity of each HSP was quantified using 
Aphelion® image analysis software (ADCIS, Hérouville Saint-Clair, France). The mean 
intensity of HSP expression was calculated for each photograph, under each exposure 
condition (GSM-900, GSM-1800, sham), and compared with the mean intensity of positive- 




The right backs of hairless rats (n = 2) were exposed to UVB radiation (400 mJ/cm2) using 
a UV exposure system (UV BIO-SPECTRA, Vilbert Lourmat, Torcy, France, 280-320 nm). 
Twenty-four hours later, exposed skin biopsies were fixed. Samples were handled as above 
for RFR exposures.  
 
Statistical analysis 
Data are presented as mean±SEM; significant differences between group data were evaluated 




Single exposure to RFR 
8 
Figure 1 shows HSP expression in hairless rat epidermis after a single exposure to GSM 
signals. There was a basal level of expression for all HSPs under control conditions (cage 
control and sham-exposed).  
Hsc70 expression was homogenous across the epidermis and dermis, and appeared to be 
both cytoplasmic and nuclear. Exposure to UVB induced expression in the epidermis. 
Hsp25 exhibited a clear suprabasal expression in the epidermal area, down to the 
desquamated layer. Moreover, it was expressed essentially in the cell nuclei. UVB exposure 
induced Hsp25 expression down to the basal layer.  
Basal Hsp70 expression was very weak in the epidermis and dermis under all conditions, 
while UVB exposure increased expression slightly. 
Figure 2 shows an attempt to quantify HSP expression by measuring labeling intensity 
after image analysis. We then calculated HSP expression as a percentage   of positive control 
values. We observed that the expression of Hsc70, hsp25, and Hsp70 were unaffected after a 
single 2-hour GSM-900 or -1800 exposure at 5 W/kg.  
 
Chronic exposure to RFR 
In these experiments, we noticed that HSP expression and distribution in the skin of 
control rats was similar to those in the single-exposure experiments (data not shown). 
After chronic exposure to GSM-900 or -1800, at 2.5 W/kg or 5 W/kg, Hsc70, Hsp25, and 
Hsp70 expression was unaffected in the epidermis of exposed rats, as compared to the sham-





Indirect immunocytochemistry on paraffin-embedded skin sections was used to monitor 
Hsc70, Hsp25, and Hsp70 expression in hairless rat skin. All Hsps showed a specific 
constitutive expression pattern in normal epidermis. These patterns were affected in UVB-
exposed epidermis, while no change in HSP expression was detected after single (2 hours, 
5 W/kg) or chronic exposure (2 hours/day, 5 days/week, 12 weeks, 2.5 W/kg or 5 W/kg) to 
GSM-900 or GSM-1800.  
Other published data on rodent skin exposed to RFR were contradictory. Our group 
(Masuda et al 2006; Sanchez et al 2006) previously reported that no inflammatory process or 
cell over-proliferation occurred in skin after exposure conditions similar to those used in this 
work. In a Korean study, mobile phone signals (849 or 1763 MHz) did not promote tumor 
development in the skin of mice with DMBA-induced tumors (Huang et al 2005). However, 
in other studies (Ayata et al 2004; Ozguner et al 2004) 10-day GSM-900 exposure induced 
various changes in rat skin, such as an increase in the thickness of the stratum corneum, 
atrophy of the epidermis, basal cell and capillary proliferation, and separation of collagen 
bundles in the dermis. However, these latter reports did not give details of the exposure 
system and dosimetry, the blind character of the experiments, and the relevance of using eye 
scoring in the hematoxylin-eosin assay. The conclusions of these authors on cutaneous 
damage are, thus, not well-founded as other histological techniques would have been 
necessary to support their conclusions, e.g., Paraformaldehyde Acid Shiff (PAS) labeling, 
specific to collagen, and fillagrin localization and structure. 
 
Few studies have described experiments on skin and on HSP expression. However, our 
data on HSP expression in vivo following exposure to RFR are in agreement with other in 
vivo results, such as those of the Lee group (Lee et al 2005). These authors showed that 
subchronic exposure of hsp70.1-deficient mice to 849 or 1763 MHz RFR (2x45 min. at 15 
10 
min intervals, 5 days/week, 10 weeks, at 0.4 W/kg) did not alter HSP expression, in all their 
histological assays, although these transgenic mice are known to be particularly sensitive to 
stress agents.  
An earlier study of hsp70 expression at the mRNA and protein levels in the brains of rats 
exposed to a GSM-900 signal at levels ranging from 0.3 to 7.5 W/kg (Fritze et al 1997) only 
detected changes in mRNA levels at the highest SAR.  
The threshold for HSP induction in mammalian tissue may thus range from 5 to 7.5 W/kg. 
Other works used non-mammalian  animal models: In C. Elegans, previous findings reported 
an increase in hsp16 levels when these nematodes were exposed overnight to 750 MHz RFR 
at an estimated SAR of 0.001 W/kg (Daniells et al 1998; de Pomerai et al 2000). These effects 
were not reproduced in a recent work by the same group and the authors concluded that they 
were probably caused by a temperature increase (Dawe et al 2006). In drosophila, a 10-hour 
exposure to GSM signals (multiband 900 and 1900 MHz, estimated SAR of 1.4 W/kg) 
showed increased HSP RNA [Weisbrot et al., 2003]. However, the experiments used genuine 
mobile phones and no robust dosimetry was described, making this work difficult to interpret.  
 
In summary, there are few in vivo experiments studying the effects of RFR signals, such 
as those emitted in mobile telephony, on HSPs in skin. This work on HSP expression did not 
detect any acute or accumulative induction of stress response in the skin of hairless rats after 
exposure to either GSM-900 or GSM-1800 at local SARs up to 5 W/kg. Obviously, further 
research into the in vivo effects of low-level RFR on HSP expression is warranted.  
Moreover, as emerging new wireless signals use higher frequencies, from 1800 to 2450 
MHz, RFR absorption is becoming increasingly superficial. The skin is, therefore, an 
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Pattern of Hsc70, Hsp25, and Hsp70 expression in the epidermis of hairless rats after a 2-
hour acute exposure to GSM-900 or GSM-1800. UVB single exposure (400 mJ/cm²) was 
done on positive control rats. 
Length of bar = 50 µm. 
 
Figure 2:  
Acute exposure of hairless rats to GSM-900 and GSM-1800: comparison among groups. 
HSP expression is expressed as percentage of UVB positive control. Data are presented as 
mean of 8 animals per group ± SEM.  
 
Figure 3:  
Chronic exposure of hairless rats to GSM-900 or GSM-1800: comparison among groups. 
HSP expression was expressed as percentage of UVB positive control. Data are presented as 
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ARTICLE 7 : No genotoxic effects of UMTS mobile phone signals on 
Sprague-Dawley rat brains 
 
SANCHEZ S., LAGROYE I., POULLETIER DE GANNES F., HARO E., BILLAUDEL B., AND VEYRET 
B.. 
No genotoxic effects of UMTS mobile phone signals on Sprague-Dawley rat brains. 
 
Radiation Research, soumis 
 
 
L’article 7 traite des effets génotoxiques sur le cerveau de rats Sprague Dawley d’une 
exposition aigue au signal UMTS. Les conditions d’exposition étudiées sont 2 heures 
d’exposition continue aux DAS de  2.5 ou 13 W/kg. La génotoxicité a été étudiée par le biais 
de cassures à l’ADN sur un homogénat cérébral. La génotoxicité a été évaluée par le test 
alcalin de comètes qui détecte les cassures simples et doubles brins de l’ADN. La mise en 
évidence de lésions sérieuses de l’ADN in vivo a été réalisée par le biais d’un traitement 
chimique d’animaux à l’Ethyl Methyl Sulfonate. Les paramètres de lésion ont été mesurés 
grâce au logiciel CometScore. 
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Running Title:  
DNA damage in UMTS exposed rat brains  
 
 
Sanchez, S., Poulletier de Gannes, F., Haro, E., Billaudel, B., Veyret, B. and Lagroye, I. No 
genotoxic effects of UMTS mobile phone signals on Sprague-Dawley rat brains. Radiat.Res. 
 
The biological effects of the new UMTS (Universal Mobile Telecommunications 
System) mobile telephony signal were investigated in light of reports of non-thermal effects 
on the brain of animals exposed to radiofrequency field radiation (RFR). We thus performed 
in vivo experiments using male Sprague-Dawley rats and the well-characterized loop-antenna 
exposure system, at specific absorption rates (SAR) of 0, 2.5, and 13.0 W/kg (average brain 
SAR) at 1960 MHz. Animals were acutely exposed for 2 hours and immediately sacrificed. 
Positive controls were obtained using ethyl-methyl sulfonate (EMS). DNA damage was 
analyzed on homogenates of entire brain using the alkaline comet assay. There was no 
increase in the amount of DNA damage in rat brain cells exposed to UMTS at all SAR levels.  
Introduction: 
 
In view of the proximity of mobile phones to the head, a number of studies have been 
performed on the non thermal effects of radiofrequency radiation (RFR) on rodent brains.  
The Salford group reported increases in blood-brain barrier (BBB) permeability in the 
brains of rats exposed to 900 MHz RFR with an SAR threshold as low as 0.002 (1, 2). 
However, other authors reported much higher thresholds (e.g., 7.5 W/kg, 3). For instance, no 
alteration of BBB was observed in rat or mouse brains after GSM-900 exposure(4-6).  
At the molecular level, in the central nervous system (CNS), exposure to 2.45 GHz 
RFR resulted in depressed protein kinase C activities in rat brain cells (7) and a selective 
decrease in GABA in the Purkinje cell layer after exposure to pulsed RFR at 900 MHz (8). 
However, no behavioral alteration was observed in these animals. Structural and genomic 
changes have been reported in the brain and testes of rats exposed at 2.45 GHz (9). Genotoxic 
effects, measured using the comet assay, have also been reported in the brain cells of rats 
exposed to low-level 2.45 GHz RFR (10). However, these findings have not been reproduced 
(11).  
Genotoxicity of mobile-phone-related RFR has mainly been investigated using in vitro 
systems. To date, no data have been published on the genotoxic effects of exposure to UMTS 
signals. We thus report here on the potential genotoxic effects of low-level UMTS exposure in 
Sprague-Dawley rat brain cells after in vivo exposure. DNA damage was assessed using the 
alkaline comet assay. 
 
Material and methods: 
 
All chemicals were purchased from Sigma (Saint-Louis, MI, USA). 
 
Animals: 
All recommendations of the CNRS regarding animal care and handling were followed. 
Animal housing conditions  
Male Sprague-Dawley rats were purchased from Janvier (Le Genest-St-Isle, France). 
Animals were received at 4 weeks old, placed randomly in cages with a maximum of 4 
animals per cage, with food and drink ad libitum (UAR 04, SAFE, Augy, France). The 
cages were stored in the animal facility at 23°C ± 1°C with a light period of 12 hours 
from 7 am to 7 pm. Upon receipt, rats were kept for one week before the start of the 
experiment. Each experimental group (RFR and sham exposed) consisted of 15 rats 
with 8 rats in the positive control and cage control groups. 
Habituation 
The animals were gradually habituated to the exposure system over one week 
(restrain rockets, see below) from 15 minutes to 2 hours per day.  
Rats were exposed when 6 weeks old. 
 
Experiments 
 Exposure system 
  As shown in figure 1, the exposure setup consisted of a Plexiglass contention 
rocket where the rat was placed to ensure more accurate dosimetry of the exposure. A loop 
antenna was placed over the rat head.  
The 1960 MHz UMTS signal was produced using a GUS 6960S generator (University of 
Wuppertal, Wuppertal, Germany) coupled to a 14002600-10 amplifier (RFPA S.A., Artigues-
près-Bordeaux, France). In the sham-exposure condition, animals were placed in rockets 
without the antenna. RFR and sham exposure took place in the same anechoic chamber to 
avoid interference from the external environment. The setups were placed a sufficient distance 
apart to avoid inter-antenna interference. 
 
Dosimetry 
The brain-average SAR (BASAR) was determined in the following way: temperatures were 
measured on a gel phantom using a Vitek thermistor probe. An SAR value of 6.0±0.6 W/kg/W 
was derived at a specific reference location inside the gel (on the axis of the rocket, 13 mm 
from the inner wall, under the loop antenna). In parallel, FDTD calculations were carried out 
on a homogeneous phantom at the point of reference (10.9±0.5 W/kg/W). This was used to 
calibrate the numerical SAR determination. Finally, the FDTD approach was used on a 7-
tissue numerical phantom to derive the BASAR. This process gave a BASAR of 7.9±1.6 
W/kg/W.  
 
 Exposure conditions  
 Absorption of RFR by the tissues is expressed as the Specific Absorption Rate (SAR), 
in W/kg. In this study, three SAR levels were tested: 0, 2.5, and 13.0 W/kg. Animals were 
exposed to the UMTS signal for 2 hours. Exposure was blind (coded animals). Immediately 
after exposure, the animals were ethically sacrificed. 
 
Positive control  
Ethyl methyl sulfonate (EMS) was used to induce DNA damage in rat brains . A single 
250 mg/kg dose was injected i.p. and the animals were ethically sacrificed 30 minutes after 
injection. 
 
Brain extraction and sample preparation 
After exposure or chemical treatment, animals were anesthetized under 2% isoflurane 
(v/v air) for up to 5 minutes, then guillotined and the entire brain removed. To remove red 
blood cells, brains were thoroughly washed with an excess of ice-cold PBS without calcium 
or magnesium, containing 200 mM of N-1-butyl-a-phenynitrone. The tissues were immersed 
in PBS and minced quickly into approximately 1-mm3 pieces, using a TissuePress™ (BioSpec 
Product, Inc., Bartlesville, OK, USA) (12). After washing four more times in PBS, the pieces 
were dispersed into a single-cell suspension using a 5-ml pipette in a 50 ml polypropylene 
centrifuge tube containing 5 ml ice-cold PBS. The cell dispersion was then filtered using a 40 
µm cell trainer.  
 
Alkaline comet assay 
 
DNA damage in the brain cells, especially single-strand breaks, was detected using the 
alkaline comet assay, according to the manufacturer’s instructions (R&D System, Abingdon, 
United Kingdom).  
A small volume (10 µl) of the brain-cell suspension was mixed with 0.2 ml 1% Low Melting 
Point agarose, maintained at 37°C, and 80 µl of this mixture was pipetted onto two Trevigen® 
CometSlides™ (R&D System, Abingdon, United Kingdom), i.e., on the two circled clear 
areas. Slides were placed in an ice-cold steel tray at 4°C, in the dark, for 20 min to allow the 
agarose to gel. They were then immersed in an ice-cold lysing solution (2.5 M NaCl, 1% 
sodium N-lauroyl sarcosinate, 100 mM EDTA, 10 mM Tris base, and 1% Triton-X 100, pH 
10) for one hour. Then, slides were washed with distilled water and placed in alkaline buffer 
(300 mM NaOH, 1 mM EDTA pH 10, pH>13) at room temperature in the dark for 30 minutes 
for DNA unwinding. They were then put on the horizontal slab of an electrophoretic 
assembly. One liter of electrophoretic buffer (300 mM NaOH, 1 mM EDTA pH 8, pH >13) 
was gently poured into the assembly to cover the slides (about 6 mm above the surface). DNA 
migration took place at 4°C, 300 mA and 1 Volt/cm for 30 minutes. The slides were then 
washed with distilled water and placed in 70° alcohol for 5 minutes. Finally, they were dried 
at room temperature in the dark and stored until analysis. For the comet analysis, slides were 
rehydrated with a solution containing 5% sucrose, 10 mM NaHPO4, and 5% DMSO for 10 
minutes and stained with 1 µM YOYO-1 (Molecular Probes, Invitrogen, Cergy Pontoise, 
France). At this step, some samples were lost due to agarose gel detachment during 
electrophoresis. Consequently data are reported for 14 to 15 experimental animals and 7 to 8 
cage control and positive control rats. A hundred pictures were taken per sample and each 
picture was analyzed using CometScore™ software. For each animal, at least 100 comets 
were analyzed for two comet parameters: the percentage DNA in the tail and the Olive 
moment. The Olive moment is expressed in arbitrary units (AU) and is the sum of the tail 
intensity profile values multiplied by their relative distances to the head center, divided by 
total comet intensity. The mean was calculated for each animal and parameter. All data are 
represented on histograms as mean ± standard error for each experimental group.  
         
Statistical analysis: 
Once the analyses were completed, samples were decoded. The non parametric Mann-




DNA single-strand breaks were assessed using the alkaline comet assay. All results are 
summarized in Figure 2.  
The percentages of DNA in the comet tail (2A) were 1.43 ± 0.38% in cage-control rats and 
0.98 ± 0.23% in sham–exposed rats. The Olive moment data (2B) confirmed those obtained 
with the DNA tail percentage: 0.53 ± 0.15 AU and 0.36 ± 0.11 AU in the cage-control and 
sham-exposed groups, respectively. 
A 2-hour exposure at 2.6 W/kg did not increase the DNA tail percentage (1.1±0.26%) or the 
Olive moment (0.42±0.12 AU) in either the sham-exposed or cage-control groups. However, 
at 13.0 W/kg, a non-statistically significant increase in both comet parameters was observed: 
hence, the percentage of DNA in the comets tail was 2.39±0.72% and the Olive moment was 
1.0± 0.32 AU. In contrast, our positive control groups treated with EMS (250 mg/kg) showed 
a significant increase in both parameters: 3.1 ± 1.48% DNA tail percentage (p=0.037) and 




Several publications have addressed the in vitro and in vivo genotoxic effects of RFR.  
It is indeed valid to consider in vivo data together with in vitro results concerning RFR 
effects on the brain. For instance, Cemeli et al, comparing the responses of cells freshly 
dissociated from mouse brain and cultured brain cells (primary and cell line astrocytes), 
concluded that oxidative DNA damage was similar in both models (13). 
 
An in vitro work on U87MG brain cells (human glioblastoma cells) showed that 
exposure to 2.45-GHz RFR at 0.6 W/kg for up to 24 hours did not induce any DNA damage 
(14, 15). More recently, no evidence was found of damage to gene expression in U87MG 
cells following exposure to 1.9-GHz pulse-modulated RFR at 0.1, 1.0, and 10.0 W/kg for 4 h 
(16). These in vitro data on brain cells support the conclusion that RFR in the 900-2450 MHz 
range has no genotoxic effects.  
 
Lai et al demonstrated that a 2-hour exposure to pulsed or continuous 2.45-GHz signals at 1.2 
W/kg induced single- and double-strand breaks in the DNA of rat brain cells up to 4 hours 
after exposure (17, 18). However, a later study failed to confirm these findings (11).  
Higashikubo et al implanted Fischer 344 rats with various concentrations of 9L gliosarcoma 
cells and exposed them to 835.62 MHz frequency-modulated continuous wave (FMCW) and 
847.74 MHz code division multiple access (CDMA) signals (19). The progression of brain 
tumors was not affected under those conditions.  
Most of the recent studies have reported negative findings. Lagroye et al. reported no DNA 
damage in rat brain cells following 2-hour exposures of rats to 2450 MHz pulsed microwaves 
at 1.2 W/kg (20). Verschaeve et al., administered 3-chloro-4-(dichloromethyl)-5-hydroxy-
2(5H)-furanone (MX), a mutagen and carcinogen, to rats and whole-body exposed them to 
GSM-900 (0.3 and 0.9 W/kg) for 2 years (21). No synergistic action of long-term exposure to 
RFR was observed on MX genotoxicity in rat brains. All these data are in agreement with 
rodent bioassays demonstrating the non-carcinogenicity or/and -cocarcinogenicity of low 
level RFR (Adey et al, 1999, 2000; Zook and Simmens 2001, Dasenbrock for review 2005) 
However, a 35-day exposure to 2.45 to 16.5 GHz signals at power densities of 0.34 and 1.0 
mW/cm² was found to induce DNA single-strand breaks in rat brain cells (22). The reason for 
this discrepancy remains unclear. 
 
In this study, we report on the genotoxic effects of exposure to UMTS mobile telephony 
signals in the brain cells of Sprague-Dawley rats, exposed locally for 2 hours at two SAR 
levels: 2.5 and 13 W/kg. Using the alkaline comet assay, we found no difference between 
exposed and sham-exposed groups in terms of percentage of DNA in the comet tail or the 
Olive moment, while these comet parameters increased in the chemical positive controls. 
However, a doubling of DNA damage in the brain cells was noted at 13 W/kg. Although this 
increase was not significant, it may indicate that a threshold was reached, possibly related to a 
superficial temperature increase. It is difficult to compare our results with others, but we 
concluded that UMTS signals did not have any detectable genotoxic effects on rat brain cells 
following in vivo exposure up to 13 W/kg. 
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Figure 1: 
UMTS exposure system. It consists of a Plexiglass contention rocket (A) coupled to a loop 
antenna (B). All rockets were placed in an anechoic chamber (C). 
 
Figure 2: 
DNA damage in Sprague-Dawley rat brains following 2-hour exposure to UMTS signals.  A 
minimum of 100 comets were analyzed for each animal. The mean was calculated from the 
percentage of DNA in the tail and the Olive moment.  
A represents the mean (± standard error) of the percentage DNA in the tail in a given group. B 
represents the mean (± standard error) of the Olive moment measured in comets in a given 
group. Cage control: 8 animals, Sham-exposed: 14 animals, UMTS 2.6 W/kg: 15 animals, 





Chapitre 3 : Travaux Personnels 
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 L’étude d’induction de stress cellulaire dans la peau ou dans le système nerveux 
central lors d’une exposition continue unique ou chronique aux signaux GSM-900, GSM-
1800 ou UMTS a été réalisée sur 2 souches de rats. Pour une meilleure lisibilité, les données 
résultant de l’étude sont présentées dans le Tableau 4. 
 
Tableau 4 : Résumé de l’étude du stress cellulaire induit par les signaux GSM-900, GSM-1800 
et UMTS in vivo dans la peau ou le système nerveux central. Les cases jaunes représentent les 
résultats significatifs (p<0,05), les cases contenant “ns” représentent des résultats non 
significatifs. 
Signaux étudiés → GSM-900 GSM-1800 UMTS 
























ns ns ns ns ns ns  
 
Prolifération 
cellulaire ns ns ns ns ns ns  
 
Hairless 
HSP ns ns ns ns ns ns   
Sprague-
Dawley Cassure ADN       ns ns 
 
 Il est donc ressorti de cette étude in vivo que les signaux GSM-900 et GSM-1800 
n’induisaient pas de stress cellulaire dans la peau des rats Hairless, que ce soit en condition 
d’exposition unique de 2 heures ou en condition chronique avec des expositions répétées de 2 
heures par jour sur 5 jours consécutifs par semaine et sur une durée totale de 12 semaines. 
Dans cette étude, différents DAS ont été étudiés : de 0 W/kg pour la condition de référence 
plus communément appelée SHAM, en passant par 2,5 W/kg qui représente un DAS tout juste 
supérieur à la norme supérieure d’exposition locale pour le public, et jusqu’à 5 W/kg pour les 
signaux GSM qui sont les doses les plus élevées établies au laboratoire. 
 
 L’étude des lésions de l’ADN réalisée sur le cerveau de rats Sprague-Dawley a montré 
que le nouveau signal de téléphonie UMTS n’était pas inducteur de cassures simples brins à la 
dose de 2 W/kg et sur un temps d’exposition de 2 heures. Les expériences réalisées à 10 W/kg 
(dose la plus élevée établie au laboratoire) n’ont pas montré d’effet génotoxique significatif 
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de l’UMTS, mais il faut noter une forte tendance à l’augmentation du pourcentage d’ADN 
endommagé.  
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Chapitre 4 : Discussion et conclusion générale – 
Perspectives 
• Partie 1- Discussion 
Etat des lieux en fin de projet : 
 
 La téléphonie mobile a subi un essor considérable depuis sa commercialisation dans le 
grand public. La fréquence des signaux n’a fait qu’augmenter afin de donner de plus grandes 
fonctions aux communications : de la simple communication « voix » à la communication 
visuelle ainsi que l’accès internet. Les signaux couramment utilisés à ce jour sont les signaux 
GSM (900 et 1800 MHz), le signal EDGE (1800 MHz), l’UMTS (2000 MHz) pour la 
téléphonie mobile européenne. Cette augmentation en fréquence entraîne une pénétration 
moindre des ondes dans les tissus et favorise donc une absorption plus superficielle par 
l’organisme soumis à cette émission. Nous avons donc focalisé nos recherches sur le modèle 
de peau qui est l’organe cible majeur des radiofréquences de la téléphonie mobile. Ce modèle, 
bien connu pour ses réponses au stress d’une exposition aux rayons ultraviolets, nous a permis 
d’étudier différentes étapes de la réponse au stress : 
(i) l’expression des principales protéines cutanées (filaggrine, collagène et élastine), ainsi que 
des HSP, à la prolifération cellulaire et la mesure de l’inflammation cellulaire, dans un 
modèle cellulaire 3D d’épiderme humain et in vivo dans l’épiderme de rats Hairless,  
(ii) l’expression de protéines de choc thermique (HSP) aux cassures simples brins de l’ADN 
et jusqu’à la mort cellulaire, dans des modèles cellulaires. 
La peau : cible des radiofréquences issues de la téléphonie mobile ? 
 
Les deux signaux GSM-900 et GSM-1800 ont été étudiés aux DAS de 0 - 2 – 2,5 – 
5 W/kg, sur des durées d'exposition de 1 à 48 heures in vitro (articles 1, 2, 3) ou de 2 heures à 
12 semaines (à raison de 2 heures par jour) in vivo (articles 4, 5 et 6).  
La majorité de nos expériences a montré l'absence de réponse de stress ou d'effet génotoxique 
dans les modèles cutanés après exposition aux radiofréquences. Les différents paramètres 
mesurés, pertinents vis-à-vis du stress cellulaire, nous ont donc amené à infirmer notre 
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hypothèse de départ où l’on associait les radiofréquences à un facteur de stress similaire à 
celui des rayonnements ultraviolets. 
 
Nos recherches nous ont cependant permis d'observer des différences de comportement 
cellulaire après exposition au GSM-900 (article 1). Nous avons notamment observé (i) une 
diminution d’expression d’Hsc70 dans les fibroblastes primaires humains NHDFe, non 
retrouvée dans les fibroblastes primaires humains NHDFc, et (ii) une augmentation 
d’expression d’Hsp70 dans les épidermes reconstruits avec des kératinocytes humains 
uniquement, à 3 et 5 semaines de culture, non retrouvée dans les kératinocytes en 
monocouche. Ces différences obtenues in vitro n’ont pas été retrouvées in vivo dans les 
épidermes de rats Hairless, que ce soit en condition d'exposition unique ou chronique (article 
4).  
Dans nos conditions d’expérimentations, aucune différence de comportement, n’a été notée 
dans nos divers modèles cutanés exposés au signal GSM-1800, que ce soit in vitro (articles 2 
et 3) ou in vivo (article 4 à 6).  
 
Peu d’études à ce jour concernent les effets des RF sur la peau et, surtout, aucune 
n’associe des travaux in vitro à des travaux in vivo réalisés au sein d’un même laboratoire.  
Les seuls travaux concernant la peau et la téléphonie mobile in vitro portent sur des 
fibroblastes (Li et al. 1999; Pacini et al. 2002; Desta et al. 2003; Diem et al. 2005). Ainsi, un 
signal à 837 MHz, à un DAS de 0,9 ou 9,0 W/kg n’induit pas de variation d’expression du 
suppresseur de tumeur TP53 dans des fibroblastes normaux humains (Li et al. 1999) et 
l’activité de l’ornithine décarboxylase n’est pas affectée dans des fibroblastes L929 de souris 
exposés à un signal à 835 MHz et à des DAS allant à 1 W/kg à 15 W/kg (Desta et al. 2003). 
En revanche, des changements dans l’expression génique, la prolifération et dans la 
morphologie de fibroblastes dermiques humains ont été montrés après une exposition au 
GSM-900 à un DAS de 0,6 W/kg (Pacini et al. 2002). Enfin, des cassures simple(s) ou 
double(s) brin(s) de l’ADN ont été observées dans des fibroblastes diploïdes humains après 
une exposition continue ou intermittente au signal GSM-1800 à des DAS n’excédant pas 2 
W/kg (Diem et al. 2005). Nos résultats contredisent ces dernières observations, de même que 
les données récemment publiées par un groupe allemand (Speit et al. 2006).  
 
Les études in vivo sur la peau sont, quant à elles, plus nombreuses et variées.  
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Sur le rat ou la souris, elles ont porté soit sur l’impact sur la peau uniquement, soit sur un effet 
de type inducteur ou promoteur tumoral ou génotoxique (Heikkinen et al. 2003; Ayata et al. 
2004; Ozguner et al. 2004; Gorlitz et al. 2005 ; articles 4 et 5).  
Nos travaux n'ont montré aucune variation d’expression de filaggrine, d’élastine ou de 
collagène dans la peau de rats Hairless exposés de façon aiguë ou chronique aux signaux 
GSM-900 ou GSM-1800. De plus, aucune prolifération cellulaire excessive ou inflammation 
cellulaire n'a été observée (articles 4 et 5). En revanche, deux  travaux turcs ont montré qu'un 
signal GSM-900 à un DAS de 2 W/kg était capable d’induire chez le rat Wistar, après 10 
jours d’exposition, une augmentation de l’épaisseur du stratum corneum, une atrophie de 
l’épiderme, une papillamatose, une prolifération cellulaire basale, une fibrose et de la 
peroxydation lipidique et, enfin, la mélatonine permettait d’inhiber tous ces phénomènes 
(Ozguner et al. 2004; Ayata et al. 2004). Cependant, l'absence de dosimétrie, d'animaux 
sham-exposés, et la mesure des différents paramètres histologiques à l’œil sur des coupes non 
spécifiquement colorées à l’hématoxyline-éosine, affaiblissent la portée de ces travaux. 
D'autre part, il a été montré qu’une exposition aux signaux DAMPS (pour Digital Advanced 
Mobile Phone System) ou GSM au DAS de 0,5 W/kg ne favorisait pas la genèse de tumeurs 
dans la peau de souris normales ou transgéniques pour le gène de l'ornithine décarboxylase 
(Heikkinen et al. 2003). Enfin, après exposition de 1 ou 6 semaines de souris B6C3F1 aux 
signaux GSM-900 ou DCS1800 à des DAS pouvant atteindre 33 W/kg, aucune lésion 
génotoxique n'a été mise en évidence dans des kératinocytes de queue de souris (Gorlitz et al. 
2005).  
  
En plus des études animales, quelques travaux cliniques sur l’homme ont été réalisés 
sur interactions téléphonie mobile et peau. Ainsi des études ont été réalisées en se focalisant 
sur l’activité électro-dermique, la vasodilatation locale, la facilitation d’apparition de plaques 
allergiques chez des individus allergiques à la poussière et/ou au pollen de cèdre, ou encore le 
développement de plaques eczémateuses ou dermatitiques chez les individus sujets à ces 
maladies de peau (Paredi et al. 2001; Kimata 2002, 2003, 2004; Esen and Esen 2006). Les cas 
de syndrome atopique de type eczéma/dermatite sont considérés comme dépendant du stress 
psychologique de l’individu, puisque la plupart des crises sont constatées en état de stress 
(Kimata 2002, 2003, 2004). Il a été montré dans ces études que les radiofréquences de la 
téléphone mobile, tout comme les jeux vidéos, favorisaient ces crises. L’activité électro-
dermique a été étudiée pendant une communication téléphonique, afin de constater les 
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activités neuronales associées dans le système nerveux central et de conclure sur les risques 
d’affection des fonctions motrices et donc des réflexes moteurs, notamment lors de la 
conduite d’un véhicule (Eses and Esen, 2006). Enfin, le signal GSM-900 induit une 
augmentation de température dans la peau qui est accompagnée d’une vasodilatation au 
niveau du nez (Paredi et al 2001). 
 
En conclusion, peu de comparaisons peuvent être faites, puisque chaque publication utilise 
une condition, un signal et un modèle différents.  
Deux groupes (turc : Ozguner et al 2004; Ayata et al 2004; et français : Masuda et al, 2006 ; 
Sanchez et al, 2006) ont montré des résultats totalement opposés sur les paramètres 
histologiques de la peau après exposition au signal GSM-900, et il semble difficile de donner 
une conclusion claire à ce jour. Il est important cependant de rappeler que, comparé au GSM-
900, une exposition au signal GSM-1800 entraîne une absorption du DAS plus superficielle et 
expose donc davantage la peau (Keshvari and Lang 2005). Or, dans nos expériences in vivo, 
nous n’avons pas obtenu de différence lorsque les animaux étaient exposés au GSM-900 ou 
au GSM-1800. De plus, nous avons utilisé un niveau de DAS deux fois supérieur à celui 
utilisé par les chercheurs turcs.  
Enfin, les effets génotoxiques du GSM-1800 sur des fibroblastes primaires humains 
démontrés par un groupe autrichien (Diem et al 2005) n'ont pas pu être reproduits dans deux 
laboratoires différents, y compris le nôtre. 
A la lueur de ces résultats, il semble raisonnable de conclure que les radiofréquences des 
signaux GSM-900 ou -1800 ne sont pas inducteurs de stress cellulaire pour la peau normale, 
que ce soit in vivo ou in vitro.  
Le système nerveux central: cible des radiofréquences issues de la 
téléphonie sans fil ? 
 
Le deuxième modèle mis en œuvre a concerné le système nerveux central (SNC). Le 
SNC a fait très souvent l’objet de travaux de recherche puisqu'il représente, avec la peau, l'une 
des cibles des radiofréquences de la téléphonie mobile. Dans notre projet, nous avons utilisé 
un modèle cellulaire, avec des cellules de neuroblastome humain SH-SY5Y et cellules 
microgliales humaines transformées CHME-5, ainsi que le modèle animal de rats Sprague-
Dawley. 
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Deux signaux GSM-1800 et UMTS (1970 MHz) ont été étudiés aux DAS respectifs de 0 – 2,5 
– 5 et de 0 – 2 -10 W/kg, sur des durées pouvant varier de 1 à 48 heures in vitro (article 3) et 
de 2 heures in vivo (article 7). 
 
Nos expériences nous ont permis de conclure à l'absence d’effet génotoxique significatif dans 
les modèles de SNC après exposition aux radiofréquences (dans les conditions pré-citées). 
L’absence de cassures à l’ADN, pertinent vis-à-vis du stress cellulaire, nous a donc amené à 
infirmer notre hypothèse de départ où l’on associait les radiofréquences issues de GSM-1800 
ou UMTS à des facteurs de stress au niveau du SNC.  
 
Des publications existent sur l’étude d’effets biologiques sur le cerveau du signal 
GSM-1800, qui a précédé l’UMTS (Franke et al. 2005a; Xu et al. 2006). Ainsi, il a été 
démontré qu’une exposition chronique au GSM-1800 de 15 minutes par jour sur 8 jours au 
DAS de 2 ou 4 W/kg pouvait réduire l’activité excitatrice synaptique, ainsi que le nombre de 
synapses dans des neurones primaires hippocampiques de rat in vitro (Xu et al. 2006). Par 
ailleurs, des cellules de la barrière hémato-encéphalique de porc ne montrent pas d’altération 
au niveau de la fonction de barrière lors d’une exposition continue de 1 à 5 jours au DAS de 
0,3 W/kg (Franke et al. 2005a). 
Les autres publications sur le signal GSM-1800 sont quant à elles plus diversifiées : 
ainsi on trouve des études in vitro sur des lymphocytes (d'Ambrosio et al. 2002 ; Capri et al. 
2004) qui, une fois exposés (à 2 ou 5 W/kg) ne présentent pas de cassure à l’ADN, ni de 
variation d’expression d’Hsp70 ou encore d’induction d’apoptose. Des expérimentations sur 
des myocytes exposés jusqu’à 880 W/kg, ne présentent pas de dysfonctionnement des 
paramètres électrophysiologiques étudiés (potentiel d’action, flux calcique, etc.) (Linz et al. 
1999). Des cellules souches (Czyz et al. 2004) ont également été exposées dans des travaux 
étudiant les effets du GSM-1800 sur la différenciation cellulaire et le cycle cellulaire et n’ont 
pas montré d’affection, sous signal continu ou mode voix. On notera également les résultats 
sur des glandes pinéales isolées, (Sukhotina et al. 2006) exposées  jusqu’à 2,7 W/kg pendant 7 
heures au signal modulé GSM-1800 ou non, où la production de mélatonine n’est augmentée 
qu’à faible DAS (800 mW/kg), avec une variation dépendante du signal à fort DAS. Hormis 
cette dernière étude, il semblerait que le GSM-1800 ne soit pas délétère, mais il reste 
cependant à éclaircir ces résultats par des réplications. 
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Deux publications hongroises récentes sur un modèle de souris (Forgacs et al. 2005; 
Forgacs et al. 2006) ont cependant montré des effets consécutifs à des expositions de 2 
heures, répétées 10 fois sur 2 semaines, au GSM-1800 à des DAS de 0.018-0.023 W/kg. Une 
augmentation du taux de testostérone sanguin ainsi que de l’hématocrite a été observée, mais 
sans effet sur les organes. 
Des études chez l’homme ont également été réalisées principalement sur l’impact du 
signal GSM-1800 sur les implants de pacemakers ou encore de stimulateurs cérébraux (Geller 
et al. 2001; Trigano et al. 2005) et ont conclu qu’il n’y avait aucun risque direct. Les auteurs 
préfèrent cependant  se référer au principe de précaution qui précise que le téléphone doit  être 
tenu le plus éloigné possible de l’implant. Une autre étude portant sur les processus de 
mémorisation chez la femme (Hinrichs and Heinze 2004) n’a rapporté qu’un changement de 
latence au niveau de l’encodage des informations (test de reconnaissance de mots 
précédemment présentés et mélangés avec des mots nouveaux) sans répercussions sur le 
comportement. 
 
Les travaux sur les effets biologiques de l’UMTS sont moins nombreux. A ce jour, en 
effet, seulement deux articles ont été publiés. L’un concerne une étude sur la perception 
visuelle chez l’homme (Schmid et al. 2005), et l’autre concerne un modèle de barrière 
hémato-encéphalique  (BHE) in vitro (Franke et al. 2005b).  
Le travail sur les perceptions visuelles chez l’homme a testé deux conditions 
d’exposition, l’une dite élevée (DAS de 0,37 W/kg) et l’autre faible (DAS de 0,037 W/kg). 
Sur la base de quatre tests reconnus en diagnostic clinique, répétés trois fois, les auteurs 
montrent que la chaîne comprenant la perception visuelle, et les processus cérébraux n’est pas 
affectée. 
Les travaux in vitro sur la BHE ont permis de montrer qu’une exposition de 84 heures 
au DAS de 1,8 W/kg n’affectait pas la morphologie des cellules endothéliales micro-
vasculaires de cerveau de porc, PBEC, ni les jonctions serrées (Occludine et ZO1) ou les 
processus de transport au travers de la barrière.  
 
À ce jour, il n’apparaît donc pas, malgré la faible quantité de données, que le signal de 
troisième génération UMTS soit nocif pour l’organisme, et, d’après nos résultats, qu’il soit 
génotoxique sur le cerveau de rat. Cependant, nous avons pu constater qu'un DAS de 10 W/kg 
paraissait être la limite de génotoxicité pour le signal UMTS. En effet, bien que non 
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statistiquement significatifs, les lésions de l’ADN mesurées dans le cerveau des rats à ce 
niveau de DAS se rapprochaient des valeurs obtenues avec l’EMS. Un DAS de 10 W/kg étant 
une valeur 5 fois plus importante que celle recommandée en exposition locale pour le public, 
il est rassurant que cette limite soit éloignée mais il faut rappeler que l’ « effet critique » est 
situé à 100 W/kg.  
 
En conclusion, nos travaux in vitro et in vivo (articles 3 et 5) sur les lésions 
génotoxiques dans le système nerveux central après une exposition au GSM-1800 ou à 
l’UMTS sont originaux. Ils permettent de compléter les autres travaux, notamment en 
précisant qu’à la norme d’exposition locale pour le public de 2 W/kg, aucune lésion de l’ADN 
n’a été induite, en condition d’exposition aiguë ou chronique sur des cellules nerveuses 
humaines en culture ou d'exposition unique dans le cerveau du rat Sprague-Dawley. 
Les HSPs et les RF 
 
De Pomerai et al. ont montré que chez des vers nématodes du genre Caenorhabditis 
elegans transfectés avec une construction comprenant un promoteur du gène Hsp16, une 
exposition de dix-huit heures à des radiofréquences de 750 MHz à 0,001 W/kg, augmentait 
l’expression de cette protéine (de Pomerai et al. 2000). Pour comparaison, l’amplitude de 
cette réponse était similaire à celle obtenue pour une augmentation de température de 3°C, et 
ce, en l’absence d’échauffement dans les conditions d’exposition. Une réplication réalisée par 
la même équipe a finalement infirmé leurs précédents résultats, en constatant une 
augmentation de température due au système d’exposition et causant les observations au 
niveau protéique (Dawe et al, 2006) 
Par ailleurs, Leszczynski et son équipe ont récemment publié (Leszczynski et al. 2002) 
sur les effets d’un signal GSM-900, à un DAS de 2 W/kg sur des cellules endothéliales 
d’origine humaine Ea.hy-926. Après une heure d’exposition, le profil de l’expression 
protéique était modifié, avec des augmentations, diminutions, apparitions ou disparitions de 
diverses protéines. Parmi les protéines dont l’expression était augmentée, Hsp 27 fut 
identifiée. De plus, la phosphorylation des protéines était sensiblement affectée. Dans le cas 
d’Hsp 27, l’exposition aux RF entraînait une augmentation de la forme phosphorylée, ce qui 
correspond à son activation. En revanche, aucun effet d’une exposition RF similaire n’a pu 
être mis en évidence sur l’apoptose de ces cellules ou leur cycle cellulaire, paramètres sur 
lesquels Hsp 27 phosphorylée est susceptible d’agir. Néanmoins, dans cette étude, la présence 
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probable de gradients de température au cours de l’exposition, du fait de l’utilisation de la 
thermostatation du système, pourrait être à l’origine des effets observés. A l’encontre de ces 
résultats viennent ceux des travaux de Poulletier de Gannes (BEMS meeting, Washington, 
2004) qui, en répliquant ces expériences avec les mêmes cellules, n’a pas retrouvé les effets 
sur Hsp27. A ce jour, l’équipe de Leszczynski a poursuivi leurs expérimentations avec Ea.hy-
926 et ont poussé leurs analyses en protéomique et génomique, et ont également obtenus des 
effets à ces niveaux (Nylund and Leszczynski, 2004 ; Nylund and Leszczynski, 2006). Ils ont 
cependant étudié les effets du GSM-900 sur deux souches de Ea.hy-926 différentes 
génétiquement et ont constaté que les variations observées dans l’une n’étaient pas répliquées 
dans l’autre et que donc la composante génomique et protéomique était importante à 
considérer.  
D’autres études portant sur la détection d’apoptose dans des cellules nerveuses 
humaines SH-SY5Y (Joubert et al, 2006), n’ont pas décelé de variation de mort cellulaire 
suite à une exposition au GSM-900. 
A ces résultats viennent s’ajouter nos travaux qui confirment l’absence d’apoptose et 
de cassures simples brins à l’ADN (articles 1 à 3 et 6 et 7) dans les cellules cutanées et 
nerveuses après exposition aux signaux GSM-900, GSM-1800 et UMTS. Dans la plupart des 
modèles étudiés, l’expression des HSPs n’a pas été affectée à la suite de l’exposition RF, 
exception faite pour les fibroblastes humains dermiques isolés dans notre laboratoire et les 
épidermes reconstruits, chez qui Hsc70 et Hsp70 ont été affectés. Ces variations d’expression, 
dépendantes du mode de culture cellulaire, semblent correspondre à une adaptation cellulaire 
aux conditions d’exposition aux RF, dont l’amplitude n’atteint pas celle des effets des UV.  
Il semble donc difficile à ce jour de conclure sur le pouvoir stressant des 
radiofréquences issues de la téléphonie mobile et notamment du signal GSM-900, bien que la 
majorité des données sur l’induction de réponse cellulaire au stress soient négatives. 
 
Méthodes de toxicologie en bio-électromagnétisme 
 
La littérature en bio-électromagnétisme est riche d’études in vitro, notamment ciblant 
des types cellulaires d’organes cibles spécifiques et de défense immunitaire. On trouve ainsi 
de nombreuses d’études utilisant des cellules nerveuses, telles neuroblastomes, astrocytes 
primaires, etc., ainsi que des cellules fibroblastiques… mais aussi des cellules 
lymphocytaires, des macrophages, etc. D’un autre côté, de nombreux travaux in vivo ont 
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impliqué des animaux normaux ou transgéniques : des rats, des souris, des porcs. Il existe 
finalement une grande diversité de modèles in vitro et in vivo et le choix de cibler des 
fonctions vitales (i.e. cerveau et système immunitaire) est volontaire et pertinent. Depuis 
longtemps les chercheurs ont tenté de travailler avec des modèles animaux ou cellulaires 
pertinents, pour comprendre les différents mécanismes engagés dans telle ou telle maladie ou 
dans tel ou tel processus physiologique ou du développement et notamment en recherche 
fondamentale.  
 
En bio-électromagnétisme, les travaux de recherche sont quant à eux appliqués aux 
champs électromagnétiques et par conséquent le but premier est de comprendre l’action des 
RF sur le modèle considéré pour savoir si les ondes peuvent modifier un modèle sain ou 
pathologique. Le choix du modèle semble donc important. 
Choix des modèles cellulaires 
 
Nous avons noté des différences d’état basal entre cellules primaires mais aussi entre cellules 
primaires et lignées cellulaires. Ainsi, en fonction du milieu de culture, des cellules primaires 
d’une même origine peuvent avoir un état homéostatique différent ; de plus, le vieillissement 
précoce des cellules primaires (différenciation et mort cellulaire) en comparaison aux lignées 
cellulaires (immortelles) est un paramètre important à prendre en compte notamment lorsqu’il 
s’agit de génotoxicité. Nombreux, sont les travaux qui présentent des différences dépendant 
de l’origine cellulaire : cellules normales, primaires, transformées ou immortalisées, lignées 
de cellules, cellules tumorales. 
Un énoncé non exhaustif de travaux in vitro montre à quel point l’utilisation de modèles 
cellulaires peut être utile en recherche fondamentale, mais reste très controversée lorsque l’on 
parle de toxicité. 
 
Comparaison in vivo/in vitro 
 
On notera tout d’abord, que certains modèles cellulaires primaires sont en adéquation avec 
leurs homologues in vivo ; ainsi des macrophages péritonéaux de poulet répondent de façon 
identique à un choc thermique que ce soit in vitro ou in vivo (Miller and Qureshi 1992). De la 
même manière, des cellules immortalisées de la thyroïde HTori3 répondent au stress 
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d’hyperthermie, tout comme le font les cellules primaires issues du même organe (Youde et 
al. 1998). 
Les modèles en trois dimensions, notamment d’épiderme, sont de bons modèles cellulaires et 
très proches du modèle vivant. La recherche sur l’élaboration de modèles susceptibles de 
remplacer les études animales, voire cliniques par des études in vitro, est grandissante dans ce 
domaine de la dermatologie, et des modèles complexes permettant l’étude de la pigmentation 
ont vu le jour (Bessou et al. 1995; Limat et al. 1999; Cario-Andre et al. 2000; Duval et al. 
2001; Duval et al. 2002), de même que des modèles permettant d’étudier l’immunité cutanée 
(Regnier et al. 1997; Facy et al. 2005). On notera ainsi que des modèles d’épidermes 
reconstruits avec des kératinocytes et fibroblastes présentent des réponses identiques aux 
rayonnements UV que la peau in vivo. Il en est de même avec des modèles constitués de 
kératinocytes, mélanocytes et cellules de Langerhans (Duval et al. 2003) qui peuvent par 
conséquent être utilisés pour l’évaluation d’écrans solaires et autres études de toxicité (Faller 
et al. 2002 ; Ponec 2002). Cependant, il est important de préciser que ces modèles sont 
réalisés avec des cellules primaires et que des tentatives de reconstruction avec des lignées 
cellulaires ne se comportent pas comme leurs sœurs primaires (Lee et al. 2001). 
 
Cas des cellules transformées 
 
L’immortalisation des cellules n’est pas un processus anodin. En effet, on notera tout 
d’abord que ce processus, principalement utilisé pour immortaliser une souche cellulaire, est 
aussi utilisé couramment pour sur-exprimer une protéine et mieux comprendre ainsi son rôle 
au sein d’une cellule. Il peut, cependant, entraîner des comportements cellulaires différents de 
la cellule originelle en plus de la sur-expression voulue initialement.   
La discussion ci-dessous porte en particulier sur l'influence de l'immortalisation sur 
l'expression des protéines de choc thermique. 
Omar and Lanks (1984) ont montré qu’à la suite d’un choc thermique, des cellules 
d’embryons de souris transformées au Simian Virus-40 (SV-40) exprimaient plus fortement 
les protéines de stress, Hsp70 et Hsp85, que les cellules non-transformées, de même qu’en 
condition non stressante. Cependant, les cellules transformées mouraient plus rapidement que 
les autres à la suite du choc thermique. Cette faculté à mourir a été explicitée une dizaine 
d’années plus tard par une redistribution cytoplasmique plus rapide des HSPs nucléaires en 
« post-choc », induisant une protection diminuée dans le temps du noyau et donc du 
métabolisme cellulaire (Fabre-Jonca et al. 1995).  
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L’augmentation de la synthèse des HSPs est également plus rapide dans les cellules 
transformées (Richter and Issinger 1986; Fabre-Jonca et al. 1995). L’expression des protéines 
de stress peut à l’inverse, être moindre que dans les cellules normales. En effet, on peut 
constater une diminution voire aucune variation d’expression dans des cellules transformées. 
Ainsi, la phosphorylation et la synthèse de la protéine ribosomale S6 sont augmentées dans 
des fibroblastes ainsi que dans des cellules primaires tumorales humaines après addition de 
TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate), alors que les mêmes cellules transformées à 
l’aide du virus SV-40 ne voient ni le niveau basal ni la phosphorylation de S6 augmenter 
(Rance et al. 1985). Il en est de même pour l’expression et la phosphorylation de Hsp27 de 
fibroblastes transformés (Sakaguchi et al. 2001).  
Des cellules fraîchement prélevées ou cultivées, humaines et de singe, provenant du réseau 
trabéculaire (zone cible du glaucome) transformées à l’aide du SV-40 voient leur expression 
constitutive d’alpha B-crystalline s’annuler en condition non stressante en comparaison avec 
leurs homologues non transformées, avec une infime synthèse après choc thermique (Tamm 
et al. 1996).  
Selon le stress, les réponses sont aussi divergentes. Ainsi des fibroblastes 3T3 (Borghetti et al. 
1986) transformés ne répondent pas si le stress induit est hyper-osmolaire alors que les 
cellules non transformées expriment une réponse au stress. 
D’autres caractéristiques cellulaires propres aux cellules transformées ont été constatées, 
notamment, le changement morphologique en réponse à un stress (Rance et al. 1985 ; Richter 
et Issinger 1986). Des différences plus subtiles existent comme des variations de structure, 
comme dans le cas de la protéine Hsp68 qui est modifiée dans les astrocytes transformés de 
rat. Pour preuve, l’anticorps reconnaissant l’Hsp68 (qui est celui d’Hsp70) des cellules 
transformées reconnaît celui des cellules non transformées, alors que l’inverse n’est pas vrai 
(Nishimura et al. 1992).  
La transformation permet également d’entraîner des variations génétiques. Ainsi, des cellules 
issues d’embryons de souris Balb-c présentent, à plusieurs stades de développement, certains 
gènes qui ne sont plus exprimés dès le 18ème jour de gestation, alors que des cellules 
transformées (par SV-40 ou polyome) provenant d’espèces variées dont la souris, présentent 
une réactivation de ce pool de gènes qui est identique dans des cellules humaines, de Hamster, 
de rat ou de singe (Gerhards and Mehnert 1986). 
Chapitre 4 : Discussion et conclusion générale 
Partie 1 : Discussion 
 
- 208 - 
À la vue de ces différences entre cellules « normales » et « transformées », on peut se poser la 
question de savoir si les effets que l’on peut obtenir sur telle ou telle lignée cellulaire 
transformée sont pertinents quand on parle d’effet toxique et de santé publique. 
 
D’autres travaux sur des lignées de même origine, comme celles provenant de mélanomes, ne 
réagissent pas toutes de la même façon face au stress. Ceci a été montré en comparant les 
réponses de lignées humaines et murines face à un stress alcoolique, de température ou 
chimique (Mattei et al. 1986). L’expression des protéines de stress est donc dépendante du 
stress inducteur mais aussi du contenu génétique des cellules. Ceci a été confirmé, dix ans 
plus tard, en comparant les réponses au choc thermique de plusieurs lignées mélanomateuses 
humaines (Delpino et al. 1996). On comprend aisément les difficultés rencontrées pour la 
recherche de molécules anti-cancéreuses. 
Une autre caractéristique des cellules tumorales (qui sont par essence des cellules 
immortalisées) a été récemment découverte. Il s’est avéré que les tumeurs exprimaient certes 
un pool de HSPs en réponse à un stress tout comme les cellules normales — et la plupart du 
temps de façon constitutive, les rendant résistantes aux traitements anti-cancéreux — mais 
qu’il existait également une expression membranaire d’Hsp72 spécifique de ces cellules 
tumorales et non retrouvée dans des cellules primaires ou transformées (Multhoff et al. 1995). 
 
 En conclusion, il est difficile de considérer, dans les études de toxicité, la réponse 
d'un type cellulaire comme représentative du comportement des cellules d'un organisme entier 
et de prétendre ensuite extrapoler à la santé. En toxicologie "classique", ce sont des batteries 
de tests qui sont utilisées, avec différents types cellulaires et différents tests.  
 
Radiofréquences et types cellulaires 
 
 En se penchant sur les différents travaux in vitro portant sur les effets délétères cellulaires 
dus aux signaux de téléphonie mobile, on se rend compte que la plupart ont utilisé des lignées 
cellulaires et une seule des cellules transformées. Ainsi, nous pouvons citer Velizarov et al 
(Velizarov et al. 1999) qui trouvaient que le signal GSM à 960 MHz induisait une variation 
dans la prolifération cellulaire de la lignée transformée épithéliale de l’amnios (AMA). 
D’autres travaux comme ceux de l’équipe de Leszczynski (Leszczynski et al. 2002; Nylund 
and Leszczynski 2006) ont obtenu des variations d’ordre génomique et protéomique dans une 
lignée endothéliale Ea.hy926 exposée au signal GSM-900. Ces cellules sont en fait un hybride 
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de cellules humaines endothéliales de veine ombilicale avec la lignée humaine A549 
hypotriploïde avec un nombre de chromosomes modaux de 12 (Edgell et al. 1983). Dans le 
cas de cette lignée, l’origine cellulaire ne correspond pas à un environnement in vivo, mais, 
par contre, elle est un très bon modèle sur-exprimant l’antigène du facteur VIII impliqué dans 
les processus de coagulation sanguine. Est-il alors raisonnable et justifié d'extrapoler, comme 
le montre la Figure 28, la capacité d'un signal GSM-900 à induire la phosphorylation et 
l'expression (20%) transitoire d'Hsp27 dans ces cellules endothéliales humaines (ne présentant 
pas les caractéristiques de la BHE), à sa capacité à altérer la BHE et induire des cancers 



















Il a également été rapporté que des lignées issues de tumeurs humaines, comme la lignée 
MO54 issue de gliomes humains (Miyakoshi et al. 2005), et la lignée KB, issue d'un 
carcinome épidermoïde oropharyngial (Caraglia et al. 2005), étaient affectées par les signaux 
de la téléphonie mobile à 1950 MHz. Ces altérations sont respectivement une inhibition de la 
phosphorylation d’Hsp27, sans effet sur la prolifération cellulaire et sur l’expression des 
protéines Hsp27 ou Hsp70, et une augmentation d’apoptose induite. Il a également été montré 
Figure 28 : Extrapolation, à partir de l'augmentation de l'expression et de la phosphorylation 
d'Hsp27 (rectangles rouges) dans une lignée de cellules endothéliales, non spécifiques de la 
BHE, des conséquences possibles au niveau de la santé. D'après Leszczynski (Leszczynski et 
al. 2002) 
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qu’une exposition au GSM-1800 induisait des cassures à l’ADN dans des cellules 
transformées GFSH R-17 de granulosa de rat (Diem et al. 2005).  Enfin, des cellules souches 
embryoniques transformées p53-/- de souris montraient des variations d’expression d’ARNm 
après une exposition au signal GSM-1800, contrairement aux  cellules souches embryonnaires 
sauvages pour le gène p53 (Czyz et al. 2004). 
 
En résumé, dans ces travaux sur les effets des RF sur des lignées cellulaires ou 
tumorales ou transformées, sauf exception, aucune comparaison n’a été faite avec des cellules 
normales. Pour autant, les auteurs concluent quand même à dire  des effets toxicologiques, 
délétères, des RF. Peut-être faut-il voir dans ces résultats l’opportunité d’utiliser de telles 
radiofréquences pour lutter contre les tumeurs, puisque les RF semblent capables d'induire des 
changements métaboliques et même la mort cellulaire dans des cellules immortalisées ou 
transformées ?  
Par ces constatations, qui n'apportent rien de vraiment nouveau sur les comparaisons 
entre cellules primaires et en lignées, il était intéressant d’apporter une critique sur le choix 
des modèles cellulaires pour évaluer la toxicité des RF. Les modèles de lignées immortalisées 
ou transformées apparaissent comme utilisés abusivement dans cette thématique.  
Il est bien évident que ce sont des modèles « pratiques » par leur simplicité de mise en 
œuvre, le gain de temps et le nombre d’expériences possibles, mais sont-ils réellement 
pertinents pour des études de toxicité en dehors de leur utilité en recherche fondamentale ?  
 
Choix des types cellulaires dans notre étude 
Dans nos travaux, nous avons également utilisé des cellules transformées humaines 
microgliales CHME-5 issues de gliome, ainsi qu’une lignée cellulaire issue de neuroblastome 
humain SH-SY5Y pour détecter des effets génotoxiques éventuels dus à une exposition au 
signal GSM-1800. Nous n’avons pas observé d’effets génotoxiques, mais cela est peut-être dû 
au choix du modèle cellulaire en rapport avec le système nerveux central humain ?  
Des travaux ont montré que la protéine lactoferrine (se liant au fer) était présente in vivo dans 
des petites cellules améboïdes, c'est-à-dire la microglie activée (Fillebeen et al. 2001). Une 
étude in vitro a montré qu’après un stress inflammatoire ou oxydatif, la lignée CHME 
produisait la lactoferrine, alors qu’à l’état non stressé, elle ne la produisait pas. Une autre 
étude portant sur une autre lignée microgliale HMO6, a montré  que cette lignée répondait de 
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façon identique à un traitement à l’amyloïde-beta que des cellules primaires humaines (Nagai 
et al. 2001).  
Tout laisse donc à penser que, dans le cas de cette lignée CHME-5, les réactions cellulaires 
sont représentatives de celles observées in vivo. Une comparaison avec des cellules primaires 
humaines serait cependant l’idéal, mais encore faudrait-il que de telles cellules soient 
disponibles. En attendant, l’utilisation de cellules primaires de rat ou de souris peut suffire 
pour une première approche.  
 
Choix des modèles animaux 
 
 
L'évaluation toxicologique "classique" combine les études cellulaires avec les études 
animales.  Cette composante de l'évaluation est très importante puisque l'on a affaire à des 
organismes entiers. Les modèles animaux peuvent aller d'organismes simples, non 
mammifères comme la drosophile ou le ver de terre, à des organismes mammifères évolués, 
comme le singe ; la majorité des études cependant utilise des organismes mammifères de type 
rongeurs.  
Cependant, on doit garder en mémoire que même entre mammifères, il existe des 
différences. Par exemple, entre les deux espèces proches que sont l’homme et le singe, l’alpha 
B-crystalline présente dans les yeux est de taille différente, puisqu’elle compte deux 
isoformes chez l’homme contre une seule chez le singe (Tamm et al. 1996). Entre souris et 
rats, il existe des différences de réponses génotoxiques aux produits chimiques carcinogènes 
(Sekihashi et al. 2002). Ainsi, un même chimique induit des micronoyaux différemment chez 
le rat et la souris (Morita et al. 1997; Wakata et al. 1998). En effet, les souris semblent plus 
sensibles au o-aminoazotoluène et à la benzidine que les rats, tandis que les rats sont plus 
sensibles à l’azobenzène et au Sudan I que les souris. Il faut noter par ailleurs que ces mêmes 
produits sont positifs au test de comète dans au moins un des organes des deux espèces. Sur 
les 30 produits chimiques testés dans cette étude, 50% induisent des lésions dans le cerveau 
des souris, mais peu d'entre elles altèrent le cerveau des rats. La sensibilité des organes de 
souris et de rats face à la génotoxicité de certains produits n’est pas en concordance avec les 
différences de carcinogénicité. 
En conclusion, il est donc recommandé d’après Sekihashi et al (2002), d’utiliser les 
deux espèces  dans les études de génotoxicité de produits chimiques.  
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Radiofréquences et choix du type animal 
 
On notera que près de la moitié des publications en bioélectromagnétisme concernent l’étude 
d’effets génotoxiques ou cancérigènes (induction de cancer) in vivo des RF seules (Chou et al. 
1992; Lai and Singh 1995; Lai and Singh 1996; Lai and Singh 1997; Malyapa et al. 1998; 
Adey et al. 1999; Adey et al. 2000; Trosic et al. 2002; Bakos et al. 2003; La Regina et al. 
2003; Demsia et al. 2004; Finnie et al. 2006a; Finnie et al. 2006b). Elles ont porté 
principalement sur des modèles de rats : Sprague-Dawley, Fisher 344, Wistar. Un seul groupe 
a travaillé sur des souris BALB-C (Finnie et al. 2006a; Finnie et al. 2006b).  
D'autres travaux ont été réalisés sur le long terme (jusqu’à deux ans d’exposition) et ont eu 
pour but de mettre en évidence l’effet promoteur de tumeur après induction des tumeurs par 
administration de cancérigènes (Imaida et al. 1998; Chagnaud et al. 1999; Bartsch et al. 2002; 
Anane et al. 2003; Verschaeve et al. 2006; Yu et al. 2006) ou par injection de cellules 
tumorales (Santini et al. 1988; Higashikubo et al. 1999) ou dans des souches d’animaux 
sensibles (Repacholi et al. 1997; Vijayalaxmi et al. 1997; Frei et al. 1998; Frei et al. 1998; 
Vijayalaxmi et al. 1998; Utteridge et al. 2002; Anane et al. 2003). Finalement, aucune de ces 
auteurs ne conclue à des effets inducteurs ou promoteurs des RF in vivo (900 MHz - 2,45 
GHz). En revanche, plusieurs équipes montrent des effets génotoxiques à 900 ou 2450 MHz 
avec induction de cassures à l’ADN ou encore de micronoyaux (Lai and Singh 1995; Lai and 
Singh 1996; Lai and Singh 1997; Vijayalaxmi et al. 1998; Trosic et al. 2002; Demsia et al. 
2004) dans le cerveau ou la moelle osseuse.  
En conclusion, les principaux modèles utilisés sont des souris et des rats, mais aucune étude 
publiée n’a porté, au sein d’un même laboratoire, sur les deux espèces.  Seule, la grande étude 
Européenne PerformA, dont les résultats ne sont pas encore connus, regroupe les expériences 
de plusieurs laboratoires sur la carcinogenèse et co-carcinogenèse des RF de la téléphonie 
mobile chez différentes souches de rats et de souris (Dasenbrock, 2005). Les comités 
d’éthique encourageant à la réduction des études animales, il peut apparaître, à ce jour, 
qu’expérimenter sur deux espèces peut représenter un abus d’expérimentation. Mais alors, 
peut-on, à partir d’expérimentations sur une espèce, conclure sur des effets génotoxiques des 
RF ? Peut-on, en l’absence d’induction ou de promotion de processus cancéreux, penser que 
les effets génotoxiques obtenus soient si toxiques qu’ils paraissent l’être ? Cette absence de 
cohérence dans les résultats est difficile à comprendre et rend plus difficile encore l'évaluation 
du risque lié à l'exposition aux RF. 
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Choix des techniques de détection 
 
Test des cassures simples brins à l’ADN : Le test des comètes en milieu alcalin 
Ce test, intéressant pour sa sensibilité à détecter des lésions immédiates à l'ADN cellulaire, a 
été développé dans les années 1980. Il a ensuite été repris dans différents groupes (Olive et 
al.; Singh et al. ) qui l'ont amélioré en apportant diverses modifications. Aussi, à ce jour, 
différents protocoles sont disponibles dans la littérature pour le test des comètes en milieu 
alcalin. 
Une intéressante publication de réplication de l’une des études de Lai (1995) s’est 
avérée négative (Malyapa et al. 1998) et a permis de mettre en évidence que la réalisation de 
l’homogénat cérébral après exposition est une étape primordiale et nécessite une rigueur de 
gestion du temps pour obtenir des conditions similaires dans tous les groupes expérimentaux. 
La validité des versions différentes du test utilisé par les deux équipe a été débattue. De ces 
études ressort l'importance du choix du protocole. Pour le test des comètes, un guide a été 
publié par Tice et al (2000) qui présente un schéma de protocole clair (Figure 29), mais la 
description qui reprend un grand nombre de publications, ne tranche pas sur le choix du temps 
d'électrophorèse ou de la concentration en agarose, etc.  
 




Une homogénéité des protocoles apparaît donc une bonne chose pour permettre la 
comparaison entre les publications. L’utilisation d’un guide standard et précis, et non 
seulement une simple revue des différentes façons de procéder pour un test de comètes (Olive 
ou Singh) serait d’une aide précieuse. L’OECD (Organisation for Economic Co-operation and 
Development, http://www.oecd.org) met à disposition des protocoles standards ( guidelines) 
en ligne pour étudier l’effet de produits chimiques par exemple, par le biais de détection de 
micronoyaux de mammifère in vivo (n°474). Ce guide donne des lignes de conduite, 
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d’expérimentation, fait référence à des travaux précédents, mais on peut regretter l'absence de 
d’un descriptif complet et détaillé du protocole de micronoyaux. Ainsi, le rapport final de test 
des micronoyaux pourra être identique pour tous, mais avec des méthodes différentes. Il est 
bien évident que pour un échantillon provenant de sang périphérique ou de moelle osseuse, la 
technique est différente, mais pourquoi ne pas rédiger un protocole détaillé pour chaque 
condition ?  
D'autre part, le guide de tests de micronoyaux (OECD guideline 474) précise que, si des effets 
sont trouvés in vivo, alors l’atteinte d’un organe ou de la circulation générale de l’organisme 
par le produit testé devrait être discuté (Alinea 31). Or, certaines études concluent que les RF 
sont toxiques ou délétères pour l’organisme et essayent d’entrevoir les éventuelles 
conséquences, mais aucune publication n’explique les mécanismes qui sont à l’origine de tels 
effets. Certes, les ondes ne sont pas des molécules qui circuleraient par voie sanguine et qui 
resteraient bloquées dans un organe ou un tissu en particulier ! La seule action connue est la 
relaxation diélectrique en présence d'un champ RF apportant chaleur aux tissus.  
 A bas niveau d'énergie, comme dans le cas des RF de la téléphonie mobile, certaines 
hypothèses ont été émises pour des mécanismes non thermiques comme l'interaction du 
champ avec les charges (Panagopoulos et al, 2002). D'après cet auteur, le mécanisme se 
trouverait dans une vibration forcée des ions en surface des cellules causée par le champ 
vibrant environnant.  À ce jour, aucune hypothèse n’a été validée. 
 
Choix des tests statistiques 
 
Il en est de même pour le choix du ou des test(s) statistique(s) utilisé(s) pour traiter les 
données. Comme l’ont très bien décrit Duez et al (Duez et al. 2003), nombreuses sont les 
publications qui utilisent des tests paramétriques (du type « t » de Student), avec un nombre 
de données faibles et surtout sans avoir pris soin de vérifier la distribution normale des 
échantillons. 
 
En conclusion, il serait très profitable de mettre en accord les techniques et ainsi permettre des 
rassemblements et comparaisons de données. Or, à ce jour, nous ne trouvons que des données 
multiples et finalement, nous nous trouvons dans l’incapacité de répondre clairement aux 
questions que se pose la population.  
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• Partie 2 - Conclusion-Perspectives 
 
Ce projet, qui a été réalisé en cinq ans (diplôme EPHE, puis Thèse Bordeaux 1), avait 
pour but de répondre à la question suivante : les radiofréquences issues de la téléphonie 
mobile peuvent-elles induire un stress cellulaire au niveau de la peau et du système nerveux 
central ? À cette question, nous apportons un certain nombre de réponses rapportées ci-
dessous. 
 
Sur la base des résultats obtenus in vitro, les réponses que nous apportons sont: 
1- l’absence d’induction de mort cellulaire programmée dans les cellules primaires 
épidermiques ou dermiques,  
2-  l’absence de lésion de l’ADN (cassures simples brins) dans les cellules cutanées et 
du système nerveux central, 
3-  l’absence de variation d’expression des protéines de choc thermique Hsc70, Hsp27 
et Hsp70 dans les cellules épidermiques, 
4-  l’absence de processus d’inflammation ni de sur-prolifération cellulaire au niveau 
d’épidermes reconstruits humains, 
5-  l’existence d’une réponse d’adaptation des fibroblastes humains primaires isolés au 
laboratoire soumis à une exposition au signal GSM-900, caractérisée par une diminution 
d’expression de Hsc70; cette variation n'étant pas observée dans des fibroblastes cultivés en 
condition de prolifération optimale. 
6- l’existence d’une réponse d’adaptation du modèle 3D d’épidermes reconstruits en 
fin de culture, soumis à une exposition au signal GSM-900, caractérisée par une augmentation 
d’expression de Hsp70; cette variation n'étant pas observée dans des kératinocytes humains 
primaires cultivés en monocouche.  
 
Nous avons complété par des études in vivo sur des rats Hairless (articles 4, 5et 6) et 
sur des rats Sprague-Dawley (article 7) : 
1- l’absence de processus d’inflammation, de sur-prolifération cellulaire, et de 
variation dans la présence et la distribution des protéines de maintien de la peau. 
2- l’absence de variation d’expression des protéines de choc thermique Hsc70, Hsp25 
et Hsp70 dans l’épiderme, 
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3- l’absence de cassure à l’ADN dans les cellules cérébrales. 
 
Nos conclusions ne permettent donc pas d’affirmer que, dans nos conditions 
d’expérimentation, les signaux GSM-900, GSM-1800 et UMTS sont des facteurs de stress 
pour les modèles de peau et de système nerveux central étudiés. 
 
Les progrès de la recherche sur les effets sanitaires des radiofréquences des nouveaux 
signaux de communication, permettent à ce jour de tendre vers des conclusions plutôt 
rassurantes. Nos résultats sur l’impact des radiofréquences sur la peau et le système nerveux 
central se sont ajoutés utilement au corpus de connaissances dans ce domaine. 
 
Il reste cependant à compléter nos recherches sur la peau qui ne sont pas exhaustives : 
d’une part, le travail in vitro sur les épidermes reconstruits soumis au GSM-1800 doit être 
poursuivi, de même que celui utilisant des cellules isolées par nos mains et cultivées dans des 
conditions normales, c’est-à-dire non sur-proliférantes. La limitation de cette perspective est 
la difficulté d’accès à des biopsies humaines. D’autre part, il serait intéressant d’étudier les 
effets du signal UMTS sur la peau in vivo, de même qu'in vitro sur des épidermes reconstruits. 
L’augmentation en fréquence induisant une absorption plus superficielle, il serait pertinent de 
poursuivre, dans un but comparatif, l’étude in vivo en exposition locale de la peau, d’autant 
que les derniers signaux développés sont ceux de l’internet sans fil, WiFi et WiMax, dont la 
fréquence atteint 2450 MHz. Le souci actuel pour réaliser ce genre d’expériences est 
l’acquisition de rats Hairless, qui ne peut se faire que des Etats-Unis, ce qui rend le coût de 
telles expériences très élevé. 
 
De façon plus générale, en bioélecromagnétisme, il serait souhaitable d’uniformiser les 
expériences, les protocoles, mais aussi d’amplifier les projets à grande échelle (regroupement 
de plusieurs laboratoires), pour ainsi amener des quantités de données et des conclusions plus 
rapidement et peut-être mieux suivre la progression constante des signaux de communication. 
En effet, des téléphones cellulaires de première génération aux téléphones de troisième 
génération, le bond de technologie est majeur : d’une communication uniquement par la voix, 
nous pouvons aujourd’hui communiquer en voyant notre interlocuteur. Les organes et tissus 
exposés aux ondes changent ; si la peau reste toujours la cible première puisque la main 
tiendra toujours le téléphone, la tête s’éloigne de la source RF.  
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Quels seront donc les prochains signaux et les prochaines cibles ? Devons-nous croire 
que de futurs dispositifs de communication seront des implants, tout comme les réalisateurs le 
montrent dans leurs films de science-fiction ?  
 
La population se préoccupe des ondes de téléphonie mobile, de plus en plus présentes dans 
notre environnement. Devant la multiplication des sources d'émission RF, dont la puissance 
restera faible et en considérant que toute la population est exposée, il est important de faire 
une évaluation du risque avec de telles études de toxicité, et de comprendre l’action de ces 
ondes non-ionisantes.  
De plus, il faut également relativiser l’impact réel de telles ondes par rapport aux pollutions 
industrielles, au développement des nanoparticules, aux pollutions humaines et à la 
destruction de la couche d’ozone, etc.  
 Tout en restant vigilant, peut-être devrions-nous affronter les dangers potentiels en leur 
affectant des priorités…  
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• Partie 1 : Cadre général et enjeux de la thèse 
Présentation succincte 
 
es trois dernières années de recherche scientifique se sont déroulées au sein du 
laboratoire CNRS de Physique des Interactions Ondes-Matières ou PIOM et plus 
précisément au sein du groupe de bioélectromagnétisme affilié à l’Ecole Pratique 
des Hautes Etudes (EPHE) et dirigé par le Dr. Veyret. Les travaux effectués ont consisté en 
l’étude des effets des radiofréquences de la téléphonie mobile sur la peau. Pourquoi la 
téléphonie mobile ? Tout simplement en réponse aux inquiétudes grandissantes du public. Et 
pourquoi la peau ? Car la peau représente la première « cible » des radiofréquences issues de 
la téléphonie mobile. Il faut savoir en effet, que sur 100% de signal émis par le téléphone, 
50% sont absorbés par l’organisme de façon locale dont 25% par les couches les plus 
superficielles représentées par la peau. Cette étude a été menée grâce à un contrat de 
recherche avec l’industrie et plus précisément avec les opérateurs France Telecom Recherche 
& Développement et Bouygues Telecom.  
 
Le but de ce travail était de chercher de manière pertinente les éventuels effets des 
radiofréquences et, dans cette perspective, nous nous sommes dirigés vers le stress cellulaire. 
De façon générale, on peut définir un stress cellulaire comme une réponse de l’organisme à 
une agression externe (rayonnement ultraviolet par exemple) ou interne (pathologique tels que  
bactérie, virus…). Dans le cas d’un stress cellulaire, les conséquences sont variables et 
d’impact différent, mais les cellules répondent de façon assez similaire pour se défendre, par 
la surexpression de protéines, la réparation de protéines ou de l’ADN et parfois si les lésions 
sont trop importantes, les cellules sont capables de se "suicider" pour éviter ainsi l’induction 
de cancer. J’ai donc étudié ces paramètres sur deux modèles de recherche, d’une part sur des 
cellules humaines et d’autre part sur des rats de laboratoire. Ces trois années ont donc permis 
de montrer que, dans les limites d’exposition autorisées pour le public, les radiofréquences du 
signal GSM-1800 de téléphonie mobile  n’induisait pas de stress cellulaire néfaste sur la peau 
que ce soit in vitro ou in vivo. 
 
C
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Thèse dans son contexte 
 
L’équipe de bio-électromagnétisme étudie l’impact des champs électromagnétiques de 
basses fréquences, comme ceux utilisés pour le transport d’électricité EDF, mais aussi de 
hautes fréquences, comme ceux utilisés par les télécommunications. Les recherches sont 
essentiellement appliquées et concernent en majeure partie les effets sur le cerveau. Des 
recherches en vue thérapeutique sont de plus en plus présentes par l’utilisation de champs 
magnétiques intenses en basse fréquence similaires à ceux utilisés pour le traitement de la 
dépression mentale.  
Le sujet sur la peau est un additif original aux études des radiofréquences sur le 
cerveau et permet d’élargir la thématique du groupe. Il représente une contribution et un 
intérêt importants du point de vue national et international, puisque peu d’études portent sur 
les interactions radiofréquences – peau.  
Différentes collaborations ont été mises en place pour ce projet, certaines déjà 
existantes (IRCOM-XLIM, Limoges), France Telecom R&D et la fondation IT’IS (Zurich, 
Suisse), d'autres que j'ai moi-même sollicitées et mises en place, en particulier pour les 
cultures de cellules de peau humaine (Unité de Dermatologie du Pr Taïeb, Université 
Bordeaux 2 ; Laboratoire FDRC du Pr Lassègues, Université Bordeaux 1). Ces collaborations 
ont donc été établies au niveau local, national et international. 
Comme indiqué précédemment, le groupe de bio-électromagnétisme est aussi le 
laboratoire de bioélectromagnétisme rattaché à l’Ecole Pratique des Hautes Etudes8.  Il fait 
partie intégrante du PIOM, UMR CNRS localisée au sein de l’Ecole Nationale de Chimie et 
de Physique de Bordeaux (ENSCPB). Ce groupe est dirigé par le Dr. Bernard Veyret, 
directeur de recherche au CNRS et directeur cumulant EPHE, qui est expert auprès de 
l’Organisation Mondiale de la Santé, de la Commission internationale de protection contre les 
rayonnements non-ionisants (ICNIRP) et de l'agence française de sécurité sanitaire de 
l'environnement et du travail. Il interagit fréquemment avec les personnes compétentes en 
matière d’environnement/santé du gouvernement et participe à de nombreux projets 
européens et internationaux. Par conséquent, la place de cette équipe de recherche dans la 
communauté scientifique du bio-électromagnétisme est importante et reconnue.
                                                 
8 L'école pratique des hautes études  est un établissement de l'éducation nationale habilité à délivrer son propore 
diplôme (Diplôme EPHE). 
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Pourquoi une thèse ? 
 
Tout d’abord, ce n’était pas un rêve d’adolescente que d’être chercheur. Cette envie est venue 
de façon progressive avec l’avancée dans les études universitaires et ma progression dans les 
différents stages. Avec l’acquisition d’indépendance et d’autonomie dans le travail, la 
perspective de pouvoir travailler librement selon ses idées se projetait de plus en plus 
concrètement dans mes projets d’avenir et m’ont donc amenée à la réalisation d’un doctorat. 
Je ne manquerai pas d’ajouter que la part d’encouragement par mes proches, même 
indirectement, a grandement joué dans ce choix.  
Quant au sujet proprement dit, j’ai réalisé après ma Maîtrise, un Diplôme EPHE 
pendant 2 ans au sein du laboratoire PIOM. Le travail portait sur ce sujet des radiofréquences 
et de la peau. A la fin de cette étude, des travaux supplémentaires étaient demandés suite à la 
modernisation des réseaux de communication (nouveaux signaux) et l’opportunité de 
poursuivre sur un doctorat se profilait alors. 
• Partie 2 : Déroulement, gestion et coût du projet 
Préparation et cadrage du projet. 
 
Tout d’abord, ce projet ne représente pas seulement un travail de recherche de 3 ans 
mais de 5 ans. En effet, l’étude des effets de la téléphonie mobile sur la peau initialement de 2 
ans, dans le cadre du diplôme EPHE, s’est prolongée à 5 ans avec l’utilisation de nouveaux 
signaux et en étendant l’étude au système nerveux central. 
Le projet visant à étudier les effets des signaux de la téléphonie mobile sur la peau a 
été établi en 2001, en partenariat avec France Telecom Recherche & Développement, et a 
démarré en septembre de cette même année. Une clause de confidentialité a été signée pour ce 
projet, concernant l’originalité du sujet. L'extension de ce projet à l’étude des nouveaux 
signaux sur la peau et le système nerveux central a été proposée en 2003. Le projet a démarré 
en janvier 2004 pour 3 ans en partenariat avec France Telecom R&D et Bouygues Telecom. 
Le Dr Rachid Anane est à l’origine de cette étude, puisque ses précédents travaux avaient été 
menés sur la peau. L’évaluation des risques in vitro et in vivo a par conséquent été réalisée 
avec le plus de pertinence possible. J’ai pris ce projet en main lors de mon Diplôme EPHE, 
équivalent Master 2. Les modèles d’extraction cellulaire et de reconstruction en trois 
dimensions d’épiderme reconstruit n’étaient pas pratiqués au laboratoire. Il a donc été 
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nécessaire d’établir des collaborations avec des laboratoires compétents en recherche 
dermatologique afin d’acquérir les techniques adéquates. J’ai alors collaboré avec deux 
équipes par l’intermédiaire du Dr Jean-Etienne Surlève-Bazeille : tout d’abord l’Unité de 
dermatologie INSERM du Pr Taïeb, à l’Université de Bordeaux 2, qui m’a fourni des 
échantillons de peau humaine issus de chirurgie esthétique ; et d’autre part le Laboratoire des 
Facteurs de Défense et de Régulation Cellulaire, EA 1915, du Pr. Lassègues, à l’Université de 
Bordeaux1, lieu d'apprentissage des techniques de cultures cellulaires avec l’aide du Dr 
Alexandra Milochau. Afin de pallier les manques de biopsies de peau humaines, j’ai fait appel 
au fournisseur Cambrex de cellules primaires humaines extraites de peau. Une collaboration 
avec le Dr Philippe Lévêque du laboratoire IRCOM-XLIM (Limoges) et le Pr Kuster de la 
fondation IT’IS (Suisse) a porté sur le suivi et la caractérisation des systèmes et le décodage 
des données. 
La partie in vivo nécessitait la présence au laboratoire de personnel qualifié pour 
l’expérimentation animale, effective dès le début de mon projet en les personnes du Dr 
Bernard Billaudel et du Dr Isabelle Lagroye. J’ai plus tard réalisé moi-même une formation 
de niveau 1 d’expérimentateur sur animaux (enregistrée sous le numéro N°30 00046), 
dispensée par l’EPHE, afin d’acquérir toutes les compétences nécessaires à la réalisation de ce 
projet tout en respectant les consignes d’éthiques. Ainsi, j'ai participé activement à la 
rédaction de saisines en vue d’expérimenter sur les animaux qui ont été soigneusement 
adressées au Comité régional d'éthique pour l'expérimentation animale, section Aquitaine et 
Poitou-Charentes. Ces dossiers sont en attente, pour leur évaluation, du résultat de la demande 
d'agrément que nous avons déposée pour notre animalerie.  
En étroite collaboration, il y a eu l’apport scientifique sur les protéines de choc 
thermique par le Dr Florence Poulletier-De-Gannes post-doctorante au PIOM et l’aide 
incontestée du post-doctorant japonais, le Dr Hiroshi Masuda, qui a permis de mener à bout 
les expérimentations in vivo de ce projet en un an, lesquelles ont été finalisées par deux 
articles acceptés à ce jour. 
Avec une périodicité de 5 à 6 semaines, j'ai présenté l’avancement de ces travaux au 
sein du laboratoire PIOM au cours des réunions du groupe de bio-électromagnétisme, pendant 
lesquelles un état des lieux de tous les projets était présenté. Le suivi a donc été régulier au 
sein même du laboratoire, avec de nombreuses opportunités de présentations en congrès.  
Le partenariat avec les industriels France Telecom R&D et Bouygues Telecom 
nécessitait la communication d’un rapport d’activité annuel, leur permettant de suivre 
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l’avancement du projet. Les systèmes d’exposition utilisés pour ce projet pour permettre une 
exposition aux signaux de téléphonie mobile correctement caractérisée en termes de 
dosimétrie, autant in vitro qu’in vivo, ont été manufacturés à la demande. La fourniture des 
systèmes d'exposition ou de leur dosimétrie  a présenté assez régulièrement des retards de 
livraison, différant la réalisation des expériences. Une demande d’avenant au projet a été 
formulée et a permis de compenser les retards.  
 
J’ai donc fait progresser ce projet dans un environnement de recherche adapté, autant 
du point de vue matériel que personnel, avec des collaborateurs compétents. Je ne manquerai 
pas de citer Emmanuelle Haro, ingénieur d’étude au PIOM et la participation de personnes 
d’origine étrangère comme le Dr Masuda et Amanda Jane Ball a été très enrichissante autant 
sur le point scientifique que linguistique et relationnel. 
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L’évaluation et la prise en charge de ce projet 
 
Cette évaluation est détaillée dans le Tableau 5 et pour la période de 3 ans de travaux 




































































































Tableau 5 : Calcul du coût environné du projet de thèse sur 3 ans, d’après le 
modèle de calcul de coût de contrat disponible en ligne sur le site de l’Université 
Louis-Pasteur de Strasbourg (http://ulpindustrie.u-
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Compétences, savoir-faire, qualités professionnelles et 
personnelles 
 
Cette expérience professionnelle au sein du PIOM m’a apporté autant en technique 
qu’en théorie. Tout d’abord, je maîtrise des techniques de culture cellulaires, de 
reconstruction cellulaire ou génie tissulaire et de biologie moléculaire qui me permettent de 
m’adapter à de nombreuses thématiques. J’ai, de plus, grâce à un stage à Nottingham au sein 
du laboratoire FRAME du Pr Richard Clothier, acquis des techniques supplémentaires de 
génie tissulaire (modèle de cornée et de peau) qui complètent parfaitement mes compétences 
en ingénierie tissulaire. 
 
La veille technologique réalisée par le biais de Pubmed, ScienceDirect ou encore 
Scopus, pendant ces 5 ans, m’a amenée à acquérir de solides connaissances en biologie de la 
peau et en compréhension des mécanismes du stress cellulaire. J’ai aussi, par le suivi des 
avancées en bio-électromagnétisme, pu m’assurer au fur et à mesure du temps de l’originalité 
de mes travaux. La dissémination des résultats au cours de ces années a été réalisée 
essentiellement lors de congrès nationaux et internationaux, avec de nombreuses présentations 
en anglais, mettant ainsi en avant mes compétences d’analyse et de synthèse de mes travaux. 
La rédaction de ma thèse se faisant sur articles, j’ai donc pu mettre à profit mes compétences 
scientifiques et linguistiques écrites. Mon projet de carrière étant de poursuivre en ingénierie 
tissulaire de la peau, mon directeur de thèse m’a permis de participer à deux congrès en 
dermatologie (BSID et ESDR). Grâce à ces accès, j’ai pu élargir mon réseau professionnel du 
bio-électromagnétisme à la recherche dermatologique.  
 
Dans ce projet, des savoir-faire de gestion de projet et de laboratoire ont été 
nécessaires. En effet, j’ai tout d’abord pris part à l’organisation des différentes tâches 
affectées à mon projet, ainsi qu’à l’élaboration des rapports aux industriels et à la mise en 
place du projet avenant à la première étude. J’ai également été fortement impliquée dans la 
vie et la gestion du matériel de laboratoire par la réalisation de devis, d’entretiens avec les 
représentants des différents fournisseurs, par la réalisation de commandes et au suivi du 
service après-vente. De plus, j’ai participé à la mise en place du matériel neuf, ainsi qu’à la 
vulgarisation des modes d’emplois et entretien des appareils. La vie du laboratoire, c’est aussi 
les différents stagiaires universitaires et étrangers. Les diriger dans le laboratoire et les
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 intégrer dans l’équipe de recherche a également fait parti des atouts nécessaires à 
l’organisation du laboratoire. 
• Partie 3 : Résultats, impact de la thèse 
 
Ces travaux sur les effets des radiofréquences issues de la téléphonie mobile sur la 
peau et le système nerveux central ont permis d’apporter des réponses et notamment de 
préciser qu’il n’y avait pas d’induction concrète de stress cellulaire caractérisé par 
l’expression de protéines de choc thermique, des cassures simples brins de l’ADN ou encore 
par la mort cellulaire programmée dite apoptose, au niveau de nos modèles de peau et de 
système nerveux central et dans nos conditions d’expérimentations. Ainsi il a été apporté la 
notion d’adaptation cellulaire non nocive, en raison de variations visibles dans les modèles 
cellulaires et absente des modèles animaux. Les résultats ont ainsi conforté l’idée émanant 
régulièrement des papiers de bio-électromagnétisme qui suggèrent des réponses ou bien des 
sensibilités spécifiques aux modèles cellulaires. 
Cette expérience professionnelle de 5 ans a apporté par un nombre total de 7 articles et 
une grande quantité de présentations en congrès, une reconnaissance scientifique de ce projet 
et donc du laboratoire, importante au sein de la communauté de bio-électromagnétisme. Ces 
travaux cellulaires et animaux contribuent à répondre de manière non exhaustive aux 
inquiétudes du public vis-à-vis des téléphones portables, sans toutefois pouvoir extrapoler à 
l’Homme. 
 
Du point de vue personnel, j’ai acquis beaucoup de choses et dans beaucoup de 
domaines. Le travail d’équipe a été une des premières sources d’enrichissement puis le travail 
personnel. Il est je crois important de parler de relationnel, car au final c’est ce qui fait tout 
dans la gestion d’un projet. Les pistes professionnelles qui ressortent de cette analyse de thèse 
sont conséquentes aux relations établies. En effet, si je souhaite vraiment basculer du bio-
électromagnétisme vers l’ingénierie tissulaire en recherche dermatologique, c’est grâce à 
toutes les opportunités de rencontre qui m’ont été offertes par mes dirigeants de thèse. Ainsi, 
par ce projet, j’ai collaboré avec deux groupes de recherche dermatologique, puis j’ai eu la 
chance d’effectuer un stage de recherche dans un laboratoire d’ingénierie tissulaire anglais 
(FRAME laboratory, Nottingham) et enfin, la participation à deux congrès de dermatologie. 
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Tout cela a conforté, consolidé mon projet de carrière, même si il n’est pas évident de 
rejoindre un tel monde sans « bagages » de dermatologiste… 
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Le téléphone mobile est actuellement le moyen de communication le plus courant et il émet des 
ondes électromagnétiques radiofréquences (RF). Lors d’une communication, l’absorption de 
l'énergie RF dans les tissus se fait au niveau de la peau et des tissus cérébraux. Elle diminue en 
fonction de la distance par rapport au téléphone. Notre travail porte sur l'évaluation d'effets 
biologiques des RF de la téléphonie mobile sur la peau, organe représentant la première barrière de 
protection de l’organisme et sur le cerveau absorbant chacun environ 25% de l'énergie émise par un 
téléphone. Nous avons cherché à caractériser une réponse de stress cellulaire au niveau de la peau et 
du cerveau après exposition aux RF de type GSM-900, GSM-1800 et UMTS. Nous avons utilisé des 
modèles cellulaires et animaux de la peau (kératinocytes et fibroblastes primaires humains, 
épidermes reconstruits (ER), rats Hairless) et du cerveau (lignées humaines SH-SY5Y et CHME-5, 
rats Sprague-Dawley). Le stress cellulaire a été caractérisé par la recherche de l'expression de 
certaines protéines de choc thermique HSP (Hsc70, Hsp25 ou Hsp27 et Hsp70), de lésions de l’ADN, 
de surprolifération et d’apoptose cellulaires. Différents temps et niveaux d'exposition ont été 
étudiés. Nos travaux ne montrent aucun effet du GSM-1800 et de l'UMTS sur les modèles de peau et 
de cerveau. Les seuls effets détectés sont une diminution d’Hsc70 dans les fibroblastes et une 
augmentation d’Hsp70 dans les ER après exposition au GSM-900. En l'absence d'effets sur les autres 
paramètres cellulaires et chez l'animal, ces données suggèrent une adaptation cellulaire non délétère.  
 
Mots-clés : téléphonie mobile, radiofréquences, peau, système nerveux central, stress cellulaire, 




Mobile telephony is currently the most common way of wireless communication. It uses 
Radiofrequency Fields (RFR). During a mobile phone call, absorption of RFR energy occurs in skin 
and cerebral tissues. It decreases according to the distance with regard to the phone. This PhD work 
dealt with investigations of biologic effects of various mobile phone RFR signals on the skin and 
brain. Each organ absorbs approximately 25 % of the total energy emitted by a phone. We 
investigated the cellular stress response after exposure to GSM-900, GSM-1800 and UMTS signals. 
We used cellular and animal models for the skin (primary human keratinocytes and fibroblasts, 
reconstructed epidermis ER, Hairless rats) and for the brain (human cell lines SH-SY5Y and CHME-
5, and Sprague-Dawley rats). Cellular stress was characterized by heat shock proteins (HSPs) 
expression (Hsc70, Hsp25 or Hsp27 and Hsp70), and DNA damage, cellular over-proliferation and 
apoptosis. Various exposure durations and levels (up to 13 W/kg) were used. There was no effect of 
GSM-1800 and UMTS exposure on the skin and brain models. The only effects reported were a 
decreased expression of Hsc70 in fibroblasts and an increased expression of Hsp70 in ER after 
exposure to GSM-900. As no other effects on cellular biological parameters and on animals were 
detected, these data suggest cell adaptation without deleterious effects. 
 
Keywords: mobile phone, radiofrequencies, skin, central nervous system, cellular stress, heat shock 
proteins, DNA damage, apoptosis 
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